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DE 


ON SA Oe AS ae 


ACTION 
DE L'UREASE DU SOJA SUR L’ORGANISME ANIMAL 


par P. CARNOT, P. GERARI) et M"* S. MOISSONNIER 


Vauquelin, en 1825, avait découvert Vhydratation spontanée 
de l’urée en carbonate d’ammoniaque dans les milieux d'origine 
animale. Pasteur, en 1860, observait ce méme phénoméne sous 
Vinfluence des micro-organismes. Des études plus approfondies, 
poursuivies par Masculer, 1898, puis Miquel, montraient que 
cette hydratation était ’ceuvre d'une diastase, l’uréase, sécrétée 
par les micro-organismes. Successivement Shibata et Hof- 
meister, ea 1904, et Tokenchi, en 1909, découvraient la pré- 
sence de Vuréase dans les végélaux. En 1913, Armstrong et 
Horton reconnaissaient l’action strictement spécifique de 
Vuréase retirée du soja. Cette diastase, en effet, ne peut agir 
que suc Vurée, alors qu'elle est incapable d’hydrolyser des 
corps méme trés voisins de l’urée (urée substituée, acides 
aminés). Depuis, de nombreux auteurs ont étudié Vuréase. 
Fosse, en France, dans un important et tres intéressant 
mémoire sur l’origine et la distribution de lurée dans la 
nature, a essayé de définir le réle physiologique de Vuréase 
dans les végétaux, cependant qu’en Amérique on s’attachait 
plutot & connaitre de facon précise son action 7m vitro sur l’urée 
dans des conditions de milieux différents. La trés grande 
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activilé de cette diastase, la facilité de sa préparation incitérent 
les auteurs, et en particulier Folin, & s’en servir comme d’un 
moyen de dosage de l'urée dans les liquides de lorganisme et, 
depuis ce moment, innombrables sont les méthodes de dosage 
de l’urée, publiées par les éléyes de Folin, qui utilisérent 
Vaction urolytique de cette diastase. ; 

Les mémes raisons qui avaient poussé les auteurs & utiliser 
l'uréase pour doser l’'urée nous engagérent a faire étude de 
ce ferment im vivo. En effet, sa grande résistance en milieu 
sanguin, son peu de sensibilité aux produits d’hydrolyse de 
Purée, la facilité de dosage de l’élément altaqué par l’uréase et 
de l'ammoniaque produit devaient en faire, a priorz, une excel- 
lente diastase d’étude in vivo. Grace a la précieuse méthode 
de Fosse pour le dosage de l’urée par le xanthydrol, nous allons 
pouvoir suivre ayec précision l’action et l’évolution de cette 
diastase introduite dans Vorganisme; le dosage simultané de 
"NH? dans le sang et les tissus nous permettent, d’autre part, 
de définir avec précision le mécanisme des accidents toxiques. 


J. — Techniques de préparation. 


La préparation de la solution diastasique dont nous nous 
servions pour injeclions est trés simple. Nous employons de la 
farine de haricot de soja bien tamisée et fine, qu’ont bien voulu 
nous procurer MM. Heudebert et Chevalier avec une obligeance 
dont nous les remercions; puis nous la mélons & de l'eau dans 
une proportion de 1440. Aprés avoir agité trois fois & vingt 
minutes d’intervalle, on met 4 filtrer ce mélange au bout d’une 
heure de macération et l’on obtient an liquide clair, légerement 
opalescent, d'une grande activité diastasique. 


Conservation. — On peut conserver cette macération a la 
température du laboratoire (18°-20°) pendant deux ou trois jours 
sans que son titre baisse de facon appréciable; si l'on a soin 
(ajouter a ce fillrat soit quelques cristaux de thymol, soit quel- 
ques centimétres cubes de toluéne qui n’entravent nullement 
action diastasique. 


Porirication. — Comme le procédé simple que nous 
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employons pour la préparation de la diastase nous donnait un 
liquide o& un grand nombre de corps se trouvait entrainé en 
méme temps que l’uréase, nous avons essayé de purifier notre 
diastase. Nons avons, pour cela, suivi les méthodes classiques 
que nous allons examiner : 

1° Précipitation de la macération & 10 p. 100 par de Ualcool- 
éther a parties égales. On ajoute 10 parties de macération 
90 parties d’alcool-éther: aprés une vive agitation et une ‘fil- 
tration sur le vide, on récupére la diastase précipitée et, aprés 
Pavoir bien exprimée entre deux feuilles de papier filtre, on la 
seche délinitivement sur des assiettes 4 la température du labo- 
ratoire. De tous les précipitants essayés (alcool, acétone, alcool - 
éther, alcool-acétone), c'est l’aleool-éther a parties égales qui 
nous a donné le meilleur résultat au point.de vue de la facilité 
de la préparation et de la conservation de Vactivilé diastasique. 
Cette purification est évidemment imparfaite : car elle n’enléve 
qu’une partie des impurelés; des albumines végétales dissoutes 
par eau sont, en effet, précipitées par Vaddition d’alcool-éther 
et redissoutes & nouveau quand on reprend de précipité par 
l'eau. Néanmoins, lors de cette reprise, on constate une grande 
part d’imsoluble et l’on sépare par centrifugation un assez volu- 
mineux précipité. Le pouvoir diastasique du liquide clair sur- 
nageant est malheureusement diminué de moilié par ce traite- 
ament. Si l'on tente une seconde purification par une nouvelle 
précipitalion, le pouvoir diastasique est presque compléetement 
détruit. 


MersuRe DE L’ACTIVIDE DE LA DIASTASE. — Pour injecter aux 
chiens des liquides de pouvoir diastasique comparable, nous 
avons décidé de définir ainsi la valeur de notre liquide diasta- 
sique. Nous exprimons en milligrammes |’N.NH* produit par 
1 cent. cube de macération filtrée aux dépens de 5 cent. cubes 
dune solution d'urée 44 p. 100 en une heure d’étuve a 37°. 
Les activilés moyennes sont comprises entre 42 et 16 pour les 
macéralions, entre 6 et 10 pour des diastases purifiées par préci- 
pitation. Lorsque mous faisons une injection aux amimaux, 
nous faisons toujours entrer en ligne de compte l’activité de la 
diastase et le poids de l’animal. Si, pour un chien de 10 kilos, 
on injecte 50 cent. cubes de diastase de pouvoir 16, on injecte 


'e ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


a —= 80 de pouvoir diaslasique par kilogramme. Si & un 

chien de 5 kilogrammes on veut injecter une dose comparable 

de diastase, alors que le liquide diastasique n’a qu une activité 

de 8 au lieu de 16, on injectera une quantité de liquide suf- 

fisante pour avoir 80 de pouvoir jdiastasique par kilogramme, 
50 X 8 


c’est-a-dire 50 cent. cubes. En effet Tee De ce fait 


les expériences sont comparables entre elles. 


STERILISATION DE LA DIASTASE. — Comme nous avions des injec- 
tions & faire chez des chiens qui ne mouraient pas rapidement 
des suites de ces injections, il était indispensable d’injecter des 
liquides diastasiques stériles. Pour ce faire, nous avons étudié 
deux méthodes qui ne nous ont donné, d’ailleurs, que des 
résultats imparfaits. 

1° La filtration sur bougie Chamberland. La macération & 
10 p. 100 laisse passer assez rapidement un liquide dont 
lactivité est abaissée des deux tiers. 

2° La séérilisation par l’alcool se fait au cours des opérations 
de purification par l'alcool-éther : on reprend le précipité par 
de l’alcool pur et on conduit, a partir de ce moment, les opéra- 
tions de facon aseptique. On centrifuge, dans un tube stérile, 
on décante l’alcool et place le tube bouché avec son coton dans 
une cloche & vide. On évapore aussi bien que possible l’alcool 
contenu dans le tube 4 centrifuger, puis on reprend par une 
quantité appropriée d’eau stérile, on centrifuge & nouveau et 
cest le liquide surnageant qui sert & l’injection. L’activité 
diastasique ne se trouve abaissée de ce fait que de moitié et la 
stérilisation du liquide est plus parfaite que par la filtration 
sur bougie Chamberland. 


ATTENUATION DU POUVOIR DIASTASIOUE. — Désirant, au cours de 
nos expériences, utiliser comme contre-épreuve un liquide de 
macération dont seul le pouvoir diastasique aurait été annihilé, 
cependant que tous les autres corps constituants auraient été 
respectés, nous avons cherché a détruire ce pouvoir diasta- 
sique. Un seul moyen nous a pleinement réussi, c’est le chauf- 
fage & 90° au bain-marie pendant dix minutes. Le liquide de 
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macération devient complétement inactif, sans précipiter pour 
cela. Malheureusement le chauffage & 90° est un peu brutal et 
peut détruire ou modifier la composition de toxalbumines pré- 
sentes dans la macération et dont nous aurions voulu conserver 
les effets. Par les autres procédés employés nous ne sommes 
arrivés qu’a des atténuations sans destruction de l’uréase. 

Nous avons tout d’abord étudié le (CN)*ilg qui inactive 
complétement la diastase a la dilution de 1/1.000. 


Diastase Urée 1 p.100 N.NH?* produit 
0,5 (eyanure a 41/1.000). . 5 0,00 
0,5 _ 4/5.000). . 5 0,0014 
0,5 — 1/10 000) . 5 0,0028 
ERS) 18V0) Wels oA an ay FO bs 5 0, 0226 


XQ 


Au taux de 1/10.000 son activité est encore & peu prés 
nulle : ‘mais, dés quelle est introduite dans l'économie, la 
dilution extréme a laquelle la diastase est portée lui permet 
de reprendre, malgré la présence de (CN)*Hg, son activité pre- 
miéres‘ 

Nous avons essayé ensuite l’addition de quantités ména- 
gées de bases ou d’acides jusqu’a précipitation du liquide; 
on laissait en contact plus ou moins longtemps, puis on neutra- 
lisait & nouveau soit avec la jsoude, soit avec l’acide. Nos 
additions de bases ou d/acides produisaient un volumineux 
précipité dans la macéralion et modifiaient de ce fait profon- 
dément ies corps que nous youlions respecter avant d’avoir 
touché au pouvoir diastasique qui, aprés neutralisation, se 
montrait aussi actif qu’avant le traitement. 


Il. — Action de la diastase in vitro sur les humeurs 
de l’organisme. 


Avant de procéder & des injections de diastase sur des ani- 
maux, nous avons étudié les modifications que pouvait subir 
son action en présence des produits de l’organisme. Nous avions, 
d’ailleurs, été précédés dans cette voie par de nombreux auteurs 
qui s’étaient servis de cette diastase comme d’un moyen de 
dosage de l’urée dans le sang et les tissus (Folin, Summer, etc. ). 
L’uréase attaque avec facilité et une grande rapidité lurée 
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contenue dans les liquides et les: tissus de l’organisme pour la 
transformer complétement en carbonate d’ammoniaque. 


ROLE PROTECTEUR DU SANG ET DU SERUM SUR L ACTIVITI: DE LA 
DIASTASE. — A ce propos nous-avons-observé que le sérum san- 
euin joue wn réle protecteur vis-a-vis de la diastase. En étudiant 
laction de la dilution sur activité diastasique, si l'on met en 
contact une certaine quantité de diastase et wne certame quantilé 
durée et si l'on augmente par addition d’eau le yolume total, on 
observe que plus le volume augmente (autrernment dit, plus 
la dilution de la diastase est grande), plus l’activilé de cette 
derniére diminue. Si, mettant en contact les mémes quantités 
de diastase et d’urée et procédant aux mémes: dilutions, on 
prend soin d’ajouter une quantité donnée de sérum sanguin, la 
dilution n’a plus d’influence sur l’activité qui reste idemtique a 
elle-méme ou peut méme se trouver augmentée. Nous ayons 
cherché quelle pouvait étre la cause de cette influence protec- 
trice du sérum. ; 

Nous avons tout d’abord pensé a l’action favorisante d’um 
corps thermolabile et mous avons remplacé le sérum normal par 
du sérum chauffé & 56°, puis par du sérum chauffé 4 65°. Ces dewx 
sérums chauffés ont manifesté les mémes propriétés que le sérumy 
normal. 

Pensant alors que e’élait la rsaction alealine qui intervenait, 
nous avons remplacé le sérum par des quantités de NaOH imfé- 
rieures, égales et supérieures & V’alealinité du sérum. Cette 
alcalimité étant dosée, grossiérement il est vrai, par SO‘H™1 /10N 
en présence d’hélianthine, nous n’ayons constaté aucune: pro- 
tection de lVaction diastasique. Nous avons eu de meilleurs 
résultatsemintroduisanttune légére-acidité sous forme de PotH?K. 
La diastase perd moins son activité quand on la dilue. 

Il était logique de penser que le NaCl pouvait jouer un role: 
car son action favorisante sur les diastases, en particulier 
sur la lipase, a été maintes fois démontrée. Nows: avons) 
dans une premiére expérience, remplacé Je sérum par une 
solution de NaCl représentant des quantilés inférieures, 
6gales et supérieures aux quantités de Na€l contenues dans 
le sérum mis en expérience. Ceci ne nous a donné aucun ré- 
sultat positif. Nous avons alors, dans une seconde expérience, 
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mis & dialyser du sérum a travers un sac de collodion jusqu’d 
ce que le liquide de dialyse soit complétement privé de NaCl. 
De cette facon nous avions un sérum privé de NaCl que nous 
avons essayé en méme temps qu'un sérum non dialysé : nous 
avons obtenu les mémes résultats avee les deux sérums. 
Ceci venait confirmer la premidre expérience et prouver que 
Yaetion du NaCl n’entrait pas en ligne de compte. 

Par élimination nous devions admettre que c'est le sérum-. - 
albumine qui joue un role protecteur, et nous avons essayé 
Woblenir les mémes résultats avee de fovalbumine. Nous avons 
mis en expérience des quantités & peu pres comparablesen poids 
d’ovalbumine et de sérum-albumine et nous avons obtenu une 
protection de la diastase trés nettle, inférieure néanmoins avec 
Vovalbumine. La sérum-albumine est plus protectrice. 

Les tableaux suivants résument nos expériences. Nous avons 
toujours mis en expérience 0 c.c. 5 de macération diastasique 
de titre connu et semblable; on faisait agir sur 0 gr. 032 d’N 
uréique pendant deux heures & l’éltuve a 37° en présence de 
toluene. Nous avons alors étudié action diastasique de ces 
0 ¢.c. 5 de diastase dilués dans 5 cent. cubes de liquide total 
(diastase non diluée) et dilués dans 30 cent. cubes de liquide 
total (diastase diluée). Nous nous sommes tenus & ces deux 
dilutions pour ne pas compliquer les chiffres et les rendre 
compréhensibles. Le tableau que nous donnons est un tableau 
récapitulatif qui condense en un seul chiffre la moyenne de 
plusieurs expériences : 


Diastase pure +NaOHi/10N +PO*H KK + NaCl 
témoin aC Cael == 0 gr. 15 =0,0001 a 0,010 
Diastase 01,5 
pomndulugs 0,009 0,009! 0,0095 8,009 
HzO) dys: p: 
(5 ¢. ¢.) 
Diastase 0,5 
ae 0,001% 0,0007 0,0038 0,0007 
H?0O q.s.p. 
(30% c: c.) 


Dans ce tableau. on. constate la. seule action protectrice du 
PO‘HAK qui, malgré la dilutiom aqueuse, a pu conserver 
a la diastase une activité nettement supérieure. Un autre 
fait curieux & remarquer aussi est que la diastase non 
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diluée produit du carbonate d’ammoniaque en fonction du 
temps d’étuve: ainsi 0 c. c. 5 de diastase produisent 0,004 
d’N.NH? en une heure et 0,009 en deux heures quand la dilu- 
tion ne dépasse pas 5 cent. cubes; si nous atteignons la dilution 
de 30, la diastase produit 0,0012 en une heure et seulement 
0,0014 en deux heures. Ce phénoméne s’est reproduit quels que 
soient les corps ajoutés: en solution diluée la diastase produit 
en une heure la presque totalité de ]’N.NH* quelle fournira 
définitivement. 

Dans un second tableau, nous avons réuni nos essais faits 
avec le sérum : 


-+ siRUM 
chauffé chautté 
Diastase pure 4 56° 4 65° dialysé Albumine 
témoin J LCnCs divcsie; TEC Cemen OrGaCao ee nCae. doeuf 
Diastase 0,5 
non diluée 0,007 0,007 0,042 0,013 0,007 0,008 0,007 
(5 ¢.c.) 


Diastase 0,5 
diluée 0,00027 0,012 0,012 0,014 0,010 0,044 0,004 
(LOrexGs) 


On voit quaprés dilution l’activité est pleinement conservée, 
quel que soit le sérum employé, qu’il soit chauffé & 56-65° ou 
non, ou privé de NaCl. I] est méme & remarquer que les sérums 
chauffés 4 56 et 65° étaient plus visqueux et paraissent avoir été, 
de ce fait, de meilleurs protecteurs de la diastase. L’ovalbumine 
s'est comportée de la méme facon que lefsérum, quoique moins 
nettement. Il est bien entendu ‘que tous ces chiffres sont 
donnés, alcalinité du témoin déduite. 


III. — Destinée de l'uréase injectée dans l’organisme. 


a) RésistANCE DE LA DIASTASE DANS L’orGaNisME. —{Un des 
principaux points auxquels nous nous sommes atlachés a été de 
savoir quelles étaient les destinées de la diastase, une fois que 
celle-ci était introduite dans l’organisme. Combien de temps 
restait-elle active, quels étaient les organes ow il était possible 
de déceler sa présence? Nous commencerons par présenter les 
recherches que nous avons faites aprés les injections intravei- 
neuses, qui donnent les résultats les plus nets et les plus inté- 
ressants. 
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Pour reconnaitre la présence de la diastase dans le sang ou 
dans un organe, nous mesurions son activité diastasique dans 
des conditions bien déterminées que nous allons décrire. Pour 
la recherche dans le sang, nous opérions toujours avec le sé- 
rum ; car celui-ci, étant incolore, nous permettait de faire des 
dosages volumétriques en présence d’hélianthine, ce qui sim- 
plifie beaucoup la méthode du dosage de l’ammoniaque. On 
prend 1 cent. cube de sérum que l’on met en contact avec 
5 cent. cubes d’une solution d’urée 4 1 p. 100 et 1 cent. cube de 
toluéne comme antiseptique; on laisse a l’étuve pendant vingt- 
quatre heures a 37°; aprés quoi, on dose par SO‘H? 1/10N, en pré- 
sence d’hélianthine, la quantité d’N.NH? produit et l’on exprime 
les résultats en milligrammes d’N.NH* aprés avoir évidemment 
déduit de ces résultats l’alcalinité représentée par le sérum. 

Dans le sang normal nous n’avons jamais trouvé d’action 
urolytique spontanée, tout au moins sensible 4 nos procédés 
d'investigation. 

Nous mentionnerons trois expériences ou! nous avons cherché, 
de demi-heure en demi-heure, ce que devenait la diastase dans 
lorganisme, ou, tout au moins, comment se comportait 
Pactivité diastasique du sang chez le chien injecté. Dans les 
deux premiers cas, nous avons injecté 60 cent. cubes de diastase, 
activité 12, & des chiens pesant 10 kilogrammes. Leur sang a 
été essayé avant |’injection au point de vuc du pouvoir uroly- 
tique, puis essayé de demi-heure en demi-heure aprés l’in- 
jection. Le tabjeau suivant rendra compte des variations de 
Pactivité diastasique. 


4° EXPERIENCE | 2° EXPERIENCE 
activité activité 


Sang avant linjection 


— 1/2 heure apres. 

— 1 heure aprés 

> ls SEP ey eyiteicien Ao nog Moye 
— 2h. t/2 apres. .... 


La troisiéme expérience n’a pas été faite exactement dans les 
mémes conditions; l’activilé diastasique a été prise en laissant 
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le sang deux heures & I’étuve au liew de vingt-quatre heures. 
Les chiffres absolus sont moins forts; mais ils restent compa- 
rables entre eux et c’est la Vessentiel. Nous étions, d’ailleurs, 
foreés d’agir ainsi; car nous voulions suivre, em méme temps, 
l'évolution de lactivité diastasique tn vivo et in vitro. Pour ce 
faire, nous avons procédé de la. sorte : Nous avons injesté & un 
chien de 22 kilogrammes 130 cent. cubes d’une diastase d’acti- 
vité 42. Aprés une demi-heure, nousavons prélevé dusang, nous 
avons, aprés centrifugation, fait deux parties du sérum prélevé : 
une partie a été examinée immédiatement au point de vue de 
som activité diastasique; une autre partie a été abandonnée 
in vitro et, de demi-heure en demi-heure, nous avons suivi 
lévolution de somactivité diastasique. Nousavions donc, concur- 
remment, deux expériences qui se poursuivaient : car, & chaque 
fois que nous. prenions du sang au chien pour examiner l’acti- 
vité diastasique de son sang, nous avions un poimt de comparai- 
son avec l’activilé diastasique du sang prélevé une demi-heure 
aprés l'imjection et resté in vitro. On remarquera que, i vivo, 
la destruction s’est produite plus rapidement que in vitro. Si 
on mélange du sérum déji prélevé depuis um certain temps 
(24 a 48 heures) sur l’animal et de la diastase, om remarque 
que Vactivité diastasique subit une atténuation nulle et qui 
nest nullement comparable a Vatténuation produite par le sang 
IN VIVO. 

Ces expériences paraissent mettre en: évidence l’action anti- 
diastasique du miliew sanguin vivant, action qu'il serait 
intéressant d’opposer a laction protectrice que ce méme 
sérum exerce sur la diastase im vitro quand on dilue celle-ci 
avec de l'eau. Cette seconde action est, d’ailleurs, d’un ordre 
tout a fait différent; et, comparable dans ses effets (qui se 
manifestent par une production plus ou moins grande d’N.NH?* 
aux dépens de Vurée), elle n’est plus comparable au point 
de vue mécanisme de son action. Dans le premier cas, on 
pense avoir affaire & une action d’anticorps, action vitale; 
dans le deuxiéme cas, & une action purement physique ou 
physicochimique. 

Le tableau suivant résume les résultats trouvés et montre 
la trés légdre activité antidiastasique dw sang in viva, 
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B G 
Sérum prélevé Sérum prélevé 
aprés une 1/2h. | depuis 48: heures 
et conseryé ensuite] et mélangé a dela 
in: vilro diastase in vitro 


Sang avant Vinjection. . 


—  4i2 heure apres; ; 
1 heure apres. . 

Any ereaprese  . 

2 heures: apres. . 

2 by. 4/2: apres... .. . 

24 heures apres. . 


mo w pw wp oe 


oe Oo 2] > 


bo 


Une seconde hypothése, plus vraisemblable, de la diminution 
(activité diastasique du sang in vive serait que cette diminution 
provient de ce que la diffusion de la diastase dans l’organisme 
se fait lentement. Cependant il semblerait qu’en faisant le pré- 
lévement une demi-heure aprés |’injection de diastase, om ait 
laissé & celle-ci le temps de se répartir également dans tout 
le milieu liquide. H est probable que la diastase ne diffuse dans 
lorganisme que trés lentement. Le milieu liquide dum animal 
aun poids: qui égale environ 64 p. 100-de som poids tota!. Notre 
chiem pesant 22 kilogrammes, le: miliew liquide: total égalerait 
{4 kilogrammes; comme nous ayons injecté 130) cent. cubes de 
liquide. diastasique, notre dilution de diastase serait d’envi- 
ron 1/100, la diffuston une fois terminée. Or des comparaisons 
Vactivilé, faites ume demi-heure apres l’injection, entre le sang 
de l’animal imjecté et des dilutions de diastase dans le séreum du 
méme animal (prélevé avant l'injection), nous ont montré que 
la dilution de la diastase dans Vorganisme élait égale environ 
4 une dilution au 1/20 de la diastase dans le. sérum. La 
théorie voulant que ce chien ait environ 2.000 cent. cubes de 
sang en tout, le calcul nous améne & penser que notre animal, 
ayant recu 130 cent. cubes de diastase, a dans ses veines une 
dilution de la diastase au 1/45 environ. Chiffre beaucoup plus 
raisonnable et qui se rapproche de la dilution trouyée expéri- 
mentalement comme égale au 1/20; chiffre, par contre, qui 
nest nullement comparable & ceux obtenus quand om calcule 
par rapport au miliew liquide total du chien, ce qui donne une 
dilution del’ordre de 1/100. [1 semble done logique de: conelure 
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que la diastase, mélée immédiatement et intimement 4 la 
masse sanguine, diffuse Jentement dans l’organisme. L’action 
antidiastasique nulle du sang im vitro et (comme nous le ver- 
rons plus tard) des organes semble confirmer cette hypothése. 

6) FIXATION DE LA DIASTASE DANS LES ORGANES. — Apres les 
injections intravyeineuses, nous avons fait de nombreuses 
recherches pour trouver les organes qui fixaient le pouvoir 
diastasique de la macération injectée. Voici la technique. que 
nous ayons suivie pour faire cette recherche. Dés la mort de 
l’animal, les organes étaient prélevés et finement broyés. L’ani- 
mal ayant été tué par saignée a blanc, les organes étaient déja 
presque complétement privés de sang. On procédait & un lavage 
rapide pour débarrasser l’organe du plus possible de son sang. 
Puis, aprés l’avoir broyé avec du sable, on le mettait en contact 
(1 gramme d’organe) avec une solution d’urée 21/100 et du 
toluéne. Au bout de vingt-quatre heures d’étuve & 37°, on 
dosait |’ NH* formé. Chaque organe avait un tube témoin pour 
apprécier le taux de l’alcalinité de ]a suspension d’organe et le 
déduire du dosage d’N.NH?* final. De nombreuses expériences 
(faites sur le rein, les muscles, le cerveau, le foie de chiens 
injectés de doses correspondant & 80 d’activité diastasique par 
kilogr. d’animal) nous ont montré que les reins, les muscles ne 
fixaient pas la diastase, cependant que le cerveau, et surtout le 
foie, fixaient une légére partie du pouvoir diastasique. Dans 
six expériences ou les doses de diastase injectées étaient com- 
parables, nous avons trouvé qu'un gramme de foie était capable 
de produire 4 37° sur une solution d’urée en vingt-quatre heures 
les doses d’N.NH? suivantes : 


dre expérience. . 0,009 N.NH? JONES Give WEN Bao 9 6 Weliiix 
Qe = 0,010 N.NH8 be ae) ae eee 0,016 
Be _— 0,009 N.NH® 6e — 0,016 


Dans deux expériences, le cerveaw nous a donné un résultat 
positif trés léger : 


dt esexPCnien Cea) siete ee tele 0, 0000NNEINES 
2e _— cee or 6 G.6 6 6 ORDO IN INIRE 


Nous avons ensuite recherché le passage de la diastase dans 
Purine et dans la bile, et nous avons trouvé une activité diasta- 
sique complétement nulle. 
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Nous avons ensuite procédé a des injections sous-épidermiques 
massives et, aprés la mort, nous avons recherché la diastase 
dans les organes et le sang. Comme nous le reverrons plus 
loin, le mécanisme d’intoxication est tout a fait différent et, en 
particulier, beaucoup plus lent & se développer. Nous citerons, 
parmi de trés nombreuses recherches, deux expériences qui 
donnent des chiffres que l'on peut considérer comme moyens. 
Quarante-huit heures aprés l’injection, cing & six heures aprés 
la mort, on trouve le sang -légérement actif. 1 cent. cube de 
sérum produit 0,001 d’N.NH? en vingt-quatre heures a l’étuve. 
Dans une deuxiéme expérience, 1 cent. cube de sérum produit 
0,0012 dN.NH?. Il n’a pas été possible de déceler le moindre 
pouvoir diastasique dans les organes, pas plus dans les urines 
que dans la bile. 

Les administrations de diastase par la bouche ne nous ont 
donné aucun passage de diastase dans Vorganisme, qu'il s agisse 
du sang ou des organes. 


IV. — Action toxique de l’uréase in vivo. 


L’action toxique a été particuliérement étudiée par nous en 
un grand nombre d’expériences que nous résumerons briéye- 
ment, renvoyant aux notes que nous avons communiquées a 
la Société de Biologie (1) et 8 !Académie des Sciences (2). 

Nous ayons produit l’intoxication sous trois formes : 1° lin- 
toxication aigué; 2° Vintoxication subaigué; 3° Vintoxication 
chronique, en procédant soit & des injections intraveineuses 
massives, soit & des injections sous-épidermiques massives, soit 
a des injections intraveinenses ou sous-épidermiques subin- 
trantes. — 


1° Inroxication aicug. — Disparition totale durée, production 
dammoniaque. — Lorsque l'on injecte dans la veine d’un ani- 
mal une macération de farine de soja i 10 p. 100 a doses suffi- 
santes, on oblient avec une rapidité extraordinaire la ¢ransfor- 
mation totale de lurée de son organisme en ammomaque. L’urée 
éiant extreémement diffusible, il est certain que, s'il en restaitla 


(1) C. R. Soe. de Biol., 12 avril 1919. 
(2) C. R. Acad. des Sciences, 15 juillet 1910. 
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moindre trace dans Vorganisme, la présence de l’urée serait 
décelable dans le sang. Or, cing minutes aprés une myection 
de 60 cent. cubes de diastase d'activité42.% wn chien de 40 ‘kilo- 
erammes environ, le xanthydrol ne peut précipiter la moindre 
trace durée a Pétat de xanthylurée dans le sang prélevé a ice 
chien. Il est bien entendu que toutes Jes précautions ont été 
prises pour éviter que l’action de la diastase myectée me se 
conlinue sur l’urée sanguine, in vitro, apres la prise. Le sang est 
recueilli directement dans le réactif iodomercurique au sortir 
de la veine et lon connait l’extréme sensibilité du dosage de 
l'urée par le xanthydrol et son extréme précision. Cette dispari- 
tion totale de lurée se maintient pendant un ‘temps, variable 
selon les quantités de diastase injectées. 

Lorsque la dose de diastase indiquée plus haut a été imjectée, 
les phénoménes toxiques ‘sinstallent dés le début et lanwaal 
meurt, en un temps plus ou moins long, d intoxication ammo- 
niacale. Parfois animal meurt sans que l’urée ait eu le temps 
de réapparaitre dans le sang; d’autres fois, on assiste & un 
retour manifeste de lurée dans le milieu sanguin quelque 
temps avant la mort. Les lésions produites par l’ammoniémie 
du début semblent définilives et la réapparition de lurée ne 
semble pas jouer un role favorable queleonque dans la régres- 
sion des phémoménes toxiques. 

De ensemble de nos expériences sur intoxication aigué, il 
semble se dégager deux faits généraux auxquels nous n’avons 
pas vu d’exception. Le premier est qu il faut un certain taux 
minimum d'activité diastasique par kdogramme.d’animal pour 
arriver a Vantoxicalion aigué : ce taux est & peu pres égal a 
60 d’activité diastasique par kilogramme. Si ce taux.n’a pas été 
atteint, Vanimal, aprés quelques phénoménes d’excitation 
nerveuse, de myoclonisme, se remet et survit sans les 
moindres séquelles. Le deuxiéme fait est que l’animal, injecté 
dune dose suffisante de diastase, meurt quand, dams son sang, 
UN.NH* a atteint une concentration d’environ 0 gr. 070 par litre 
(que nous appellerions le sewil dintoxication ammoniacale). 
Cette seconde régle est, d'ailleurs, générale ct semble s’appli- 
quer a toutes les intoxications, qu’elles soient aigués, subaigués 
ou chroniques. Nous avons toujours trouvé, dans le sang des 
animaux morts par injection d’uréase (qu’elles aient été mas- 


ACTION DE LUREASE DU SOJA SUR L}ORGANISME ANIMAL = 45 


sives ou subintrantes, intraveineuses ou sous-épidermiques), 
des doses d'N.NH* au moins égales a.0,070 par Htre. 

Cette constatation semblerait bien prouver que Vanimal 
meurl bien dammoniémie et uniquement d’ammoniémie. 

En effet, lorsque l'on injecte des diaslases, on ne peut jamais 
séparer ces derniéres de leur support albuminoide, quelles que 
soient les purifications que lon essaie de faire; aussi craint-on 
toujours de n’avoir obseryé que la résultante de plusieurs 
actions : actions diaslasiques :pures et action toxique des sup- 
ports albuminoides. Cetle dernitre a été souvent mise en évi- 
dence, et nombreuses sont les diastases dont le pouvoir diasta- 
sique pur est imoffensif cependant que l’animal succombe a 
chaque injection de la diastase accompagnée de son support. 
Dans le cas de l’uréase, la régularité avec laquelle on voit 
Vanimal atteindre son seuil ammoniémique avant de mourir 
tend 4 faire croire que, seules, les propriétés urolytiques 
entrent en jeu dans le mécanisme de l’intoxication. 

Pour ajouter a ces faits de nouvelles preuves, nous ‘avons 
essayé de détruire da diastase en touchant le moins possible au 
support de celte derniére. Malheureusement nous nous sommes 
heurtés Ades difficultés trés grandes que nous avons décrites 
dans un des paragraphes précédents. Les antiseptiques, l’addi- 
tion d’alcalis ou dacides précipitaient les albumines du liquide 
avant de neutraliser d'une facon appréciable le pouvoir diasta- 
sique. Seule la chaleur nous a-donné un bon résultat, car nous 
avons pu, par ce moyen, détruire complétement le pouvoir 
diastasique sans produire de précipitation dans le liquide. 

Intoxication suraigué, apres surcharge préalable en urée de 
lorganisme. — Une autre série d’expériences consiste a activer 
Vaction toxique de l’uréase en donmant a celle-ci une plus 
grande quantilé d’urée a transformer en carbonate d’am- 
moniaque : elle démontre d’une facon nette le mécanisme de 
Vintoxicalion. 

Nous avons dil que, lorsque l’on n’injecte pas & Vanimal la 
dose de diastase suffisante, celui-ci ne meurt pas, bien que, 
dans certains cas, les réactifs démontrent la disparilion totale 
ou presque totale de l'urée du sang. Or ces animaux étaient 
toujours peu chargés en urée et avaient, avant Vexpérience, 
des doses variant de 0,04 & 0,06 d’N uréique dans le sang. 


* 
ry 
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Apres transformation intégrale de I’N uréique en N.NH? par la 
diastase injectée, ils n’ont toujours que 0,04 a 0,06 d’N.NH 
dans le sang, ce qui n’est pas suffisant pour amener la mort. 

Un fait curieux est cependant & remarquer : lorsqu’on intro- 
duit dans l’organisme de I’N.NH* sous forme de sesquicarbonate 
d’ammoniaque & un taux de 0,04 par kilogramme environ, on 
constate des contractures et des phénoménes d’intoxication trés 
nets, alors que le sang ne renferme que des quantités d’N.NH?° 
égales & environ 0,03 par litre de sang. Par injection d’uréase 
on peut amener ce taux & 0,04 et méme 0,06 sans constater le 
moindre phénoméne de contracture ou d’intoxication. L’N.NH° 
produit de cette facon parait plus supportable & Vorganisme 
et, le seuil mortel d’N.NH* n’ayant pas été atteint, l’animal 
survit. 

Mais si lun charge lanimal en urée par un moyen quel- 
conque (le plus simple est de lui faire des injections d’urée) 
et que l’on fasse agir des quantités de diastase, méme moins 
fortes que les quantités indiquées comme non mortelles, on 
arrive a faire mourir Tanimal dans un temps trés court. 

Nous avons procédé de deux facons a cette expérience. A un 
premier chien nous avons d’abord injecté 75 de pouvoir diasta- 
sigue par kilogramme. Cette dose devait étre mortelle en 
deux heures environ. Le chien avant l’injection avait un sang 
qui contenait seulement 0,10 d’N uréique. Dés Vinjection de 
diastase, nous poussons dans ses veines une solution concentrée 
d’urée au 41/5, puis, dix minutes et dix-sept minutes apres, 
nous recommencons une injection d’urée. L’animal meurt au 
bout de vingt minutes ayant un taux formidable d’ammo- 
niaque dans son sang. 

Dans la seconde expérience, nous avions chargé le chien en 
urée, en lui faisant deux injections sous-cutanées de 10 grammes 
durée faites les jours précédents, et une troisiéme injection de 
10 grammes faite le jour méme deux heures avant l’injection 
de diastase. Au moment de Vinjection, l’anima) a un sang con- 
tenant 0,442 dN uréique. On lui injecte seulement 30 de pouvoir 
diastasique par kilogramme (quantité tout & fait insuffisante 
pour amener la mort). Néanmoins le chien meurt en quinze mi- 
nutes sans phénoménes de contractures, ne mon‘rant aucun des 
signes de la premiére phase de l’intoxication aigué, pour ne 
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manifester que les derniers symptomes qui précédent la mort: 

apnée et coma. Le sang prélevé cing minutes apres l'injection 
contenait déja 0,16 d’N.NH® par litre. La encore nous voyons 
la seule ammoniémie jouer un role important, et, selon que par 
des artifices, nous arrivons & diminuer ou & augmenter le taux 
d’N.NH? produit dans le sang, nous diminuons ou augmentons 
la toxicité de la diastase. 

Nous résumons dans les tableaux suivants ces deux expé- 
riences qui démontrent nettement que la mortest bien fonction 
de la rapidité avec laquelle le taux de I'N.NH® s’éléve dans 
lorganisme. 


{te EXPERIENCE. — Injection d’urée de suite aprés l’injection d’uréase. 


DOSAGES DANS LE SANG 


INJECTIONS 
PRELEVEMENT DE SANG D UREE 
a 10 0/0 


N urée N.NH? 
p. litre p- litre 


Avant Limectlonde: Lurease. sn. 4.0.) 6 0,106 0,005 
AAMINULeLApReSsMunjectiony a). 2 2 = - 0,02 » 

5 minutes = SPs Sires! See Aa 0,421 0,100 
17 minutes — Swe utec le, Wes) 0,23 


2° EXPiRIENCE. — Charge du chien en urée avant ] injection. 


DOSAGES DANS LE SANG 
PRELEVEMENT DE SANG re 

N urée N.NH8 

p- litre p- litre 


PAS Ante mia CCULOMN ssa name Mae er mt aoa 0,442 0,0056 
DeTOIMULesy aApLes! Lam} eCtlONies) . y.mi t-te tan 0,354 0,164 
45 minutes — Bho steerer oe ays 0,274 0,226 


Les accidents tiennent-ils a la disparition de Curée? — Les 
deux expériences précédentes sont & double fin : car elles 
résolvent un autre problame : L’urée a-t-elle un role physio- 
logique ? La concordance des deux actions, production d’N.NH? 
et disparition totale de l'urée, ne marque-t-elle pas le réle de 
ce dernier, ou bien le groupement de ces deux phénoménes 
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ne vient-il pas créer un nouveau genre d’intoxication ou 
lammoniémie ninterviendrait pas seule. En un mot, une 
‘cellule privée d’urée peut-elle continuer a vivre? Les deux 
expériences que nous avons relatées répondent directement a 
celte question. Car, comme les chiens recevaient continuelle- 
ment de l’urée, 8 aucun moment de l’expérience l’absence totale 
de l'urée ne s'est manifestée. I] y a toujours eu un taux durée 
maintenu constant ou & peu pres. Néanmoins les animaux sont 
morts avec la méme rapidité et avec le méme syndrome 
(intoxication. Inversement nous avons eu des animaux & faible 
taux d’urée sanguine initiale, dont toute Vurée est disparue 
apres linjection d’uréase et qui n’ont manifesté aucun accident. 
L’urée ne semble done pas jouer un role indispensable dans 
lorganisme et son absence ne semble pas étre cause de |’intoxi- 
cation par luréase. 

Le role diastasique ayant été précisé dans le mécanisme de 
la mort par injection d’uréase, il nous resle a décrire, avec 
quelques détails, [intoxication aigué type sur un animal 
normal. 

Un chien de 8 kilogr. 900 recoit en cing minutes dans la 
veine fémorale 60 cent. cubes d'une macération de soja a 10 p. 100 
représentant 100 d’activité diastasique par kilogramme d’ani- 
mal. Le chien vomit d’ordinaire vers le milieu de l’injection; 
puis les premiéres contractions apparaissent vingt minutes aprés 
la fin de linjection qui a duré dix minutes; de grandes crises 
tétaniformes, avec contraction du diaphragme et opisthotonos, 
des contractures spasmodiques des membres en extension se 
produisent de cing en cing minutes, cependant que des périodes 
de coma s’intercalent entre les crises. Une heure trois quarts 
aprés l’injection, l’animal meurt ayant une température anale 
de 43°5, qui persiste une demi-heure aprés la mort. A l’autopsie 
on trouve un ceeur en systole, un sang noir incoagulé, des 
organes congestionnés (notamment le cerveau ponctué de 
petites taches hémorragiques). Le sang analysé avant l’injec- 
tion contenant 0,059 d’N uréique par litre (méthode de Fosse) 
et seulement 0 milligr. 7 de N.NH*, une deuxidme prise de 
sang, faite vingt minutes aprés la fin de l'injection, montre une 
disparition tolale de Purée du sang; le taux de 1’N.NH! est 
monté a 0,057 par litre. On retrouve donc intégralement, sous 
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forme NH*, tout 'N uréique disparu. Quarante minutes apres 
nous trouvons le méme résultat. 

Une quatriéme prise de sang, faite une heure trois quarts 
apres Vinjection, au moment de la mort, donne un taux 
de N.NH®* égal a 0,0753 par litre, cependant qu’on ne peut 
déceler la moindre trace d’urée au xanthydrol. 

Pour nos dosages, nous prenons loujours la précaution de 
recueillir directement Je sang dans |’éprouvetle contenant le 
réacuif iodomercurique, car on sait l’extréme rapidité de 
laction de luréase; aussi l’abandon du sang recueilli, pendant 
quelyues minutes, im vitre sans que la diastase soit détruite 
fausserait-il complétement les chiffres. 1] en est de méme pour 
les organes que nous avons analysés au point de vue de leur 
teneur enammoniaque. Ici, la difficulté est encore plus grande : 
car, avec quelque rapidité que l’on aille, il faut le temps maté- 
riel de prélever l’organe aprés la mort de l’animal, de découper 
immédiatement quelques laniéres de l’organe, de les hacher et 
de les précipiter dans Valcool méthylique qui arréte toute 
action diastasique. 

On peut prendre comme chiffres normaux de teneur en N.NH? 
les chiffres suivants: pour le foie, 0,069 p. 1.000, pour le cerveau 
0,058 p. 1.000. Les analyses des organes du chien, mort apres 
Vinjection d‘uréase, sont tres chargées en NI*; on trouve en 
effet pour le foie 0,161 par kilogramme, et pour le cerveau 
0,204 par kilogramme. 

Les nombreuses injections intraveineuses que nous avons 
faites au chien en respectant ces proportions nous ont toujours 
donné des intoxications du méme type, la mort survenant dans 
des lemps trés comparables les uns aux autres. Au point de 
vue chimique, tres souvent, nous avons assisté a des réappa- 
ritions plus ou moins tardives de l’urée aprés qu’elle avait 
complétement disparu du sang. 

La disparition totale de l’urée peut se faire trés rapidement : 
cing minutes et méme une minule aprés la fin d’une injection 
(qui pouvait durer elle-méme quatre ou cing minules) on ayail 
parfois une disparition presque totale de l'urée : De 0,10 I'N 
uréique est tombé & 0,02 en une minute dans une de nos 
expériences. 

Mécanisme de la réapparition de-Turée. — La réapparition de 
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Vurée semble étre fonction d’un mécanisme opposé a celui 
de l'urolyse et due & un mécanisme de synthése physiologique 
(action uropoiétique du foie), qui lutte contre !NH* introduit 
en fabriquant de l'urée & ses dépens. Ce mécanismie de défense 
antitoxique est longa se manifester. La diffusion de la diastase, 
introduite dans le sérum sanguin, se fait lentement dans les 
autres sérosités du corps humain (tout au moins au début). 
Le sang reste donc longtemps chargé d’uréase, done fortement 
urolytique, ce qui masque l’action réversive du foie. Au bout 
d'un certain temps seulement, quand le taux diastasique du 
sang s'est abaissé et ne peut plus détruire lurée fabriquée 
par le foie, alors nous voyons Vurée réapparailre, d’abord a 
l'état de traces, pour retrouver un taux normal dans un temps 
assez court. 

Pour synthétiser toutes ces données, nous allons réunir en 
tableau trois types d’intoxication aigué mortelle par l’uréase. 
Ces trois types se différencient uniquement par la rapidité de 
réapparition de l’urée dans le milieu sanguin privé momenta- 
nément de ce corps par l’action urolytique de la diastase injectée. 


A B (0; 
en BD) a en a ce 
N urée | N.NH?® N urée| N.NH® | N urée N.NH? 
0,041 
Avant Vinjeclion . . .| 0,590 0,0007 | 0,0442 y 0,442 | 0,037 
5 min. apres linject. » » 0,0010 | 0 0596 0,002 » 
30 min. — 0,0000 | 0,0576 | 0,0000 > 0,000 | 0,1130 
4 heure = 0,0000 | 0,0540 » ; 0,013 broke 
Toe ay — » » » ORO A Old iy 
0,059 Mort. 
2 heures oo 0,0000 | 0,0753 | 0,0000 » » 
Mort. » 
2 h. 4/2 = » » traces in- F » » 
dosahles| (050 
3 heures = » » traces in- Mort. » » 


| dosables 


Comme on le voit d’aprés ces trois types d’intoxication 
aigué, A, Bet C, la mort s'est produite plus ou moins rapide- 
ment selon le taux d’NH®* produit, ce taux étant lui-méme fone- 
tion du taux de départ de la concentration uréique du sang. La 
réapparition de l'urée dans le sang s’est faite au bout de temps 
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res inégaux sans influencer le moins du monde Jaction 
toxique de luréase. 

Charge des organes en ammoniaque. — Nous avons étudié, 
concurremment, la production d’N.NIL* dans les organes ainsi 
que la disparition de l’urée. De ce coté, nos études ont été moins 
poussées que sur le sang: car il y a une trés grande difficulté a 
analyser les organes dés la mort du chien, sans que cetle analyse 
soit entachée d’erreur grossiére. En effet, la diastase peut con- 
tinuer a agir post mortem, et en dehors de cette action. Gay An- 
dersen (1) a constaté la rapidité extréme avec laquelle l’urée 
d'un organe pouvait se transformer en ammoniaque dés la mort 
de cet organe. Cet auteur en est arrivé & cette conclusion : si 
Vorgane est placé dans des conditions telles que tout mécanisme 
biochimique de transformation d’urée en NH*ne puisse se faire, 
le taux d’NH°, comparé a celui de l'urée dans les organes, est 
identique 4 celui du sang. L’auteur indique en méme temps 
ces conditions qui consistent & placer les organes dans de 
Palcool & — 20° dés la mort de l’animal. Sans avoir réalisé 
ces conditions, nous avons opéré de facon & arréter aussi rapi- 
dement que possible toutes les actions diastasiques, et pour ce 
faire, nous prélevions aussi rapidement que possible aprés la 
mort un fragment de l’organe a analyser que l’on hachait et que 
Yon placait immédiatement dans une capsule contenant de 
Yalcool méthylique sulfurique (5CH*OH-+-0,25 SO‘H?1/10N) 
pour 4 grammes organe frais. Nous avons pris comme témoins 
les chiifres que nous avons obtenus en opérant de la sorte sur 
des organes normaux. Nos chiffres, sans avoir une rigueur 
absolue, pouvaient se comparer entre eux. Faute d’avoir opéré 
de la sorte, les auteurs donnent dans les livres classiques des 
chiffres moyens de teneur en NI1* beaucoup trop forts. 

Nous n’avons étudié l’urée de facon systématique que dans le 
foie aprés V'injection intraveineuse mortelle d’uréase, le foie 
est complétement privé de son urée au moment de la mort, 
e’est-a-dire environ deux heures aprés l’injection. Nous avons 
obtenu trois fois ce résultat dans trois expériences différentes. 
L’organisme est aussi trés surchargé en ammoniaque, et on 
verra, dans le tableau suivant, que les teneurs en N.NH® sont 


(1) Biol. ch. Journ., 34, p. 269. 
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parfois triplées. Nous ne donnons évidemment pas d’une fagon 
exacte la teneur des tissus en N.NH*: car, quoique ]’animal 
soit saigné & blanc au moment de la mort, les glandes vascu- 
laires, comme le foie, le rein, retiennent toujours une certaine 
quantité de sang qui vient fausser les dosages. Nos chiffres 
expriment donc l’ensemble de |’NH* et de Turée contenus 
dans les tissus et dans le sang restant qui imprégne les tissus. 
Dans le tableau suivant nous avons groupé les chiffres normaux 
trouvés par nous et les chiffres d’N.NH®* trouvés dans les 
organes aprés injection d’'uréase au cours de trois expériences. 


N.NH? APRES INJECTION 
ps 1.000) | rrr 


normal Expér. A. Expér. B Expér. C 


CeRVeale sos te ee ee 0,058 0,126 0,130 0,097 
ole: Aree case So cerd an ee 0,069 0,255 0,340 0,342 
MIUSCICI a0 ctach eae pence Lhs teas » 0,098 » 0,143 
POUNVOMS oe) cere is te PARES » 0,199 0,290 » 


eI 1065) Pere. FO 0,042 » » 0,380 


Dintoxication ammoniacale produite par luréase est com- 
parable a Vintoxrication produle par injection intraveineuse de 
sels ammoniacauxr a acide faible. — Comme il est facile de le 
voir dans les tableaux précédents, les augmentations sont trés 
nettes. L’ammoniémie est accompagnée de fixation d’NH* dans 
les tissus. Si nous prenons le taux moyen d’N.NH? normal en 
prenant les quantilés d’N.NH?* trouvées dans le sang normal 
et les issus normaux, nous arrivons au chiffre de 0,042 par 
kilogramme d’animal. Si nous faisons le méme calcul apres 
Yinjection d’uréase, nous trouvons 0,16. Il y a done une 
augmentation de 0,118 d’N.NH®* par kilogramme. Si nous ne 
considérons que l’augmentation d’N.NH?* dans le sang, nous le 
trouvons variable entre 0,07 et 0,250 selon la charge d’urée 
de animal avant Vinjection. Tous ces chiffres sont égaux ou 
supérieurs aux doses mortelles d’N.NH* indiquées dans les 
livres classiques (1). En effet, sous forme de sesquicarbonate, 
Vinjection de 0,07 d’N.NH® par kilogramme d'animal suffit A 


(1) Dictionnaire Richet, article Ammoniaque. 
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déterminer la mort. Nous avons done réalisé, par injection 
d’uréase, une intoxication ammoniacale comparable a celle 
produite par Vinjection de sels ammoniacaux. 

Nous avons répélé de nombreuses fois des expériences d’in- 
toxication ammoniacale par voie intraveineuse, en nous servant 
du sesquicarbonate d’ammoniaque. Ce sel ammoniacal se trouve 
facilement dans le commerce et se rapproche du carbonate 
dammoniaque qui est la résullante de laction de l’uréase sur 
lurée. Dans des travaux inédits que nous publierons plus tard, 
nous avons étudié en déiail le mécanisme de ces intoxications, 
ainsi que le mécanisme de réaction de l’animal contre l’envahis- 
sement par les sels ammoniacaux. Nos seuils de toxicité ont 
été toujours dans les limites indiquées par les livres classiques, 
correspondant aux limites trouvées dans nos expériences avec 
Puréase. Néanmoins, pour comparer d’une facon raisonnable 
ces chiffres, il faut faire une réserve. Quand on donne 0,07 
d’N.NH* comme limite de toxicité par kilogramme d’animal, 
on fait entrer dans ce calcul tout le corps de animal comme si 
les différents tissus jouaient un roéle égal. Or, il serait plus 
conforme & la vérité de ne considérer dans ces caiculs que le 
milieu liquide comme poids intéressant. I] est égal & environ 
64 p. 100 du poids total. Si la dose toxique est 0,07 d’N.NH* par 
kilogramme d’animal, cela fait, en réalité, 0,11 par kilogramme 
en ne faisant intervenir que le milieu liquide. C’est a ce chiffre 
qu'il faut comparer nos résultats : car notre taux ammoniacal 
est calculé d’aprés des dosages fails dans le sang et des organes 
trés vascularisés comprenant 90 p. 100 d’eau. Nous les trouvons, 
d’ailleurs, trés prés l'un de l'autre : 0,448 pour luréase, 0,140 
pour l’injection de sesquicarbonate. 


2° Inroxicarion sunaicuse. — Nous sommes arrivés a réaliser un 
type d’intoxication subaigué par l’action de l'uréase en injection 
sous-6pidermique. Sa diffusion dans l’organisme est beaucoup 
plus lente et ’ammoniémie progresse beaucoup plus lentement. 
Comme dans les cas d’intoxication aigué, nous avons constaté 
qu'il fallait injecter un minimum de pouvoir diastasique par 
kilogramme d’animal pour produire dans son organisme un 
taux ammoniacal suffisant & déterminer la mort. 

Ce minimum est sensiblement égal & celui qu’il faut injecter 
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pour produire l'intoxication aigué. Des chiens de 10 kilogrammes 
recevant environ 70 de pouvoir diastasique par kilogramme, 
meurent réguliérement en trente-six et quarante-huit heures. Au 
moment de la mort on trouve dans le sang un taux d'N.NH* de 
0,07 pour 100 correspondant au seuil de toxicité, et les organes 
sont chargés en ammoniaque dans des proportions comparables 

celles que nous trouvons apres les injections intraveineuses. 

Toutes ces intoxications ont le méme type physiologique, qui 
se résume ainsi: L’animal injecté perd rapidement sa vivacité 
et demeure taciturne pendant vingt-quatre heures environ. Il ne 
mange presque plus, puis brusquement, vers la trentiéme heure, 
il se couche dans sa cage, et tombe dans un état comateux qui 
s'aggrave rapidement. A aucun moment, on ne saisit chez lui 
la moindre contracture. Vers la quarante-cinquiéme heure, il 
meurt sans bouger, en état d’anurie et de coma complets. 

La diffusion de la diastase dans l’organisme est plus lente; 
mais l’effet global est identique : car, aw moment de la mort, le 
laux ammoniémique est atteint. 

Nous ayons recherché la rapidité de diffusion de la diastas 
dans Vorganisme et nous ne sommes arrivés a déceler un pou- 
voir urolytique dans le sang qu’au moment mémie de la mort. 
Le taux ammoniacal du sang s’éleva bien avant que ce pouvoir 
urolytique apparit dans le sang. Ilest, d’ailleurs, facile d’expli- 
quer ce phénoméne. Au niveau dé l’injection, la diastase fabrique 
de l’ammoniaque aux dépens de Vurée qui se trouve dans les 
tissus en contact; cet ammoniaque, emporté par le courant 
sanguin, est sans cesse remplacé par un apport nouveau d’urée 
qui subit la transformation ammoniacale & ce niveau. La 
diastase, ne diffusant que trés lentement & travers les vaisseaux, 
ne passe pas encore dans le sang, alors que l’échange de corps 
aussi diffusibles que l’urée et |’NH? se fait tres facilement. 

Dans deux expériences, suivies avec grande attention, nous 
ne sommes arrivés a déceler qu'un pouvoir diastasique trés 
faible, égal & environ 3 au deuxiéme jour (c’est-A-dire que 
4 cent. cube de sérum sanguin a produit, en vingt-qualre heures 
a 37°, sur 5 cent. cubes d’urée a 1 p. 100, 0 gr. 003 d’N.NHB). 
Comme la diastase n’inonde pas l’organisme ainsi que dans le 
procédé des injections intraveineuses, l’action uropoiétique du 
foie peutse manifester et ’on assiste, apres l’injection d’uréase, 
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a une augmentation d’urée dans le sang. Nous ne pouvons, 
dailleurs, donner une explication chimique & cette augmen- 
tation : car, en définitive, la dose de N total de Vorganisme ne 
se modifie pas. Et nous n’assistons qu’a une transformation de 
Purée en NH? par la diastase, puis & une transformation de 
NH? en urée par le foie. 

Cependant, dans l’intoxication subaigué comme dans I’in- 
toxication aigué, nous assistons & un blocage du rein, qui 
peut expliquer cette surcharge de l’organisme en urée. Dans 
une expérience. nous voyons le taux moyen 'd'élimination 
deau, qui était de 731 cent. cubes par vingt-quatre heures, 
tomber & 245 cent. cubes apres l'injection d’uréase. Les quan- 
tités d’N uréique et d’N ammoniacal qui étaient respectivement 
de 0,236 et de 3 gr. 70 par vingt-quatre heures, deviennent aprés 
Pinjection 0,177 pour I’N.NH* et 2.85 pour I’'N uréique. Le 


3 


N ae qui était de 0,062 avant Vinjection, est exacte- 
ment de 0,062 pendant les deux jours qui suivent l’injection. 
Dans une seconde expérience ott nous avions suivi |’élimina- 
tion de INH? et de lurée, le rapport augmente dans de trés 
faibles proportions. I] était de 0,13 avant, et, aprés, ilest de 0,15. 
Malgré cette surcharge du sang en N.NH*, nous ne yoyons pas 
la composition urinaire changer de facon appréciable et les 
quantités d’N.NH? éliminées, par rapport aux quantités d’N. 
uréique, restent les mémes. On pourra suivre dans le tableau 
ci-dessous la marche de l’intoxicalion chez un chien de 10 kilo- 


grammes ayant recu 67 de pouvoir diastasique par kilogramme. 


N 
rapport , 


SANG SANG 
N urée p. 1.000 | N.NH® p. 1.000 


Avant linjection 0,088 00005 
2 heures aprés linjection . nierta ye Omd2d 000013 
24 heures “ aps : 0,084 0 00047 


42h. aprés l’injection au moment de la mort. 0,255 0,074 


Les dosages de N.NH* faits dans les organes nous montrent, 
comme dans les cas d’intoxicalion aigué, une augmentation 
d’'N.NH®* dans les tissus. Toujours, contrairement a ce qui se 
passe dans l’intoxication aigué, on retrouve dans les organes 
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comme dans le sang un taux d’urée légerement augmente. 
Nous avons réuni dans un tableau les quelques chiffres que 
nous avait donnés l’expérience : 


N.NH$ 
p- 1.000 


N urée N urée 


PROT S be eT OSE eM ers ee 0,150 0,215 
Gene RS LP. deter ds ys eee 0,126 
MUS CLeS) 2c oseee nhac ger gots 0,084 
POU OI), Senne Were ee eee 0,429 


Si nous procédons au méme calcul que pour l'intoxication 
aigué, nous trouvons qu’ici l’organisme est encore un peu plus 
chargé en N.NH’*. Celui-ci atteint 0,17 par kilogramme. 


3° InroxicaTION cHRONIQtE. — Nous avons cherché a réaliser 
Yintoxication chronique par injections sous-épidermiques et 
par injections intraveineuses. Les phénoménes d’intoxication » 
sont, dailleurs, tout a fait différents et ne ressemblent 
nullement a des phénoménes d intoxication subaigué ralentie. 
L’action reversive du foie n’est diminuée & aucun moment 
et jamais l’on n’assisle & une forte baisse du taux uréique 
dans le sang. On a une élimination trés forte d)NH’ par 
Purine. L’animal résiste fort bien & l’administration quoti- 
dienne des petites doses d’uréase, et, comme nous le verrons 
dans une des expériences que nous allons détailler, il faut 
arriver & Vinjection d’assez fortes doses, égales & prés de la 
moitié de la dose mortelle, pour arriver & des manifestations 
nettes d’intoxication. 

a) Injections sous-épidermiques. — Nous citerons d’abord les 
expériences ot! nous avons injecté de trés petites doses d’uréase 
sous l'épiderme. Au cours d’une premiére expérience, nous nous 
sommes préoccupés uniquement de suivre l’élimination de 
I'N. sous sa forme uréique et sous sa forme ammoniacale. Tout le 
protocole d’expérience est réuni en un tableau ot sont inserits 
les quantilés de diastase injectées, et l’émission journaliére 
(urine et de N. sous ses différentes formes. Ce n'est qu’apres 
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la sixiéme injection que commence & se faire sentir Ja rétention 
d’urine et qu’apparaissent les hématuries; par contre |’é6mission 
de lurée par vingt-quatre heures baisse sensiblement Ala sixieme 
injection, cependant que le taux de V NH? baisse aussi, il est vrai, 
mais d'une moins grande quantifé. Cette constatation nous a 
amenés & considérer le rapport du taux de l’N de l'urée au 
taux de l'N.NH*® pour juger d’une facon précise et nette le 
changement amené par l’injection d’uréase dans |’élimination 
de ces deux corps. Bien plus que les chiffres absolus d’N de 
Purée et d’N de I’N.NIL*, ce rapport montre, par son abaisse- 
ment au moment des injections de diastase, le surplus d’N.NH?* 
produit par rapport & Vurée. La fin des injections permet, 
d’ailleurs, a ce rapport de revenir & une moyenne normale, 
correspondante & ce quwil était avant le traitement par 
Puréase : 


URINE RAPPORT 
DIASTASE 


DATES oe pa N urée MOYENNES 
injectée’ | mission |Nurée 24h.|N.NH® 24h.| N.NH® 


5,20 0,20 26,01 
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L'animal a conlinué & bien se porter pendant l’expérience : la 
seule manifestation toxique a été une hématurie apres la 
cinquitme injection, hématurie qui n‘a d’ailleurs duré que deux 
jours et a cédé dés que la diastase fut supprimée. 

Dans notre deuxiéme expérience nous avons utilisé des doses 
plus fortes mais plus espacées, et cette fois nous avons suivi le 
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mélabolisme de I'N non seulement dans son urine, mais aussi 
dans son sang. L’examen de ce second tableau permet, cette fois, 
de mieux suivre l’action diastasique. L’émission n’est diminuée 
que lorsque l'on arrive aux doses de 15 cent. cubes et encore a la 
troisiéme injection. Néanmoins ces doses sont bien supportées : 
car on voit l’émission se relever le second jour aprés l’injection. 
Il faut arriver a l'injection de 40 cent. cubes pour voir se mani- 
fester une intoxication nette, avec baisse progressive de 
’émission et, finalement, mort du chien en une dizaine de 


URINE RAPPORT SANG 
ao he Se N urée a 
N urée N.NH3 N total | N urée N.NH? 


3 
%h. | 24 b ce p.1.000 | p. 1.000 | p. 4.000 


DATES|_ 
Emission 


5 BS 0,263 | 24 ( 0,135 | 0,088 | 0,0001 
6,10 0,277 | 99 


Injection 10 c.c. diastase. 
NO Gy 2at 1] Wycksla. | 23 
Injection 10 c.c. diastase. 
4,72 | 0,45 10 
| 3,00 0,26 | iM 


0,097 | 0,04 00004 


0,125 0,074 0,0004 


Injection 15 c.c. diastase. 


Y 
| 
4,36 0,31 44 albumine | 


1,56 0,15 10 
1,56 0,45 10 
Injection 15 c.c. diastase. 


0,0004 


0, 00003 


5,43 | 0,46 lil 0, 00002 
9 


0,27 Py 
Injection 15 c.c. diastase. 
1,98 10 
4 AT 12 
4,39 19 
4,30 : 19 
Injection 40 c.c. diastase. 
5,1 4s 13 
42 
16 0,131 0 123 


416 


5; 


jours. Malheureusement le sang de cet animal n’a pu étre analysé 
le dernier jour. Les variations d’élimination de l’N de l’urée 
par Vurine sont légérement déconcertantes et contradictwires. 
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L'NH* a une élimination plus compréhensible : régulidrement, 
vingt-quatre heuresaprés!' injection, on voit le taux ammoniacal 
augmenter dans Vurine ; cette élévation est de courte durée. 
N. urée 
N.NH? 
facon la plus limpide les phénoménes chimiques qui se passent; 
on le voit régulitrement s‘abaisser aprés chaque injection 
pour se relever trés rapidement quelquefois. L’N total du sang 
reste fixé de facon remarquable, cependant que l’N de l'urée 
du sang, qui a faibli de facon nette aprés la premiére injec- 
tion, semble se maintenir & son taux normal de facon géné- 
rale. 

Il est & remarquer, néanmoins, que les résultats sont bien 
différents selon le moment ov analyse est faite aprés l ‘injection. 
On voit, en effet, que, lorsque l’on agit avec des doses de diastase 
subintrantes et sous |’épiderme, on note toujours une diminu- 
tion de l'urée lorsque l'on analyse le sang environ vingt-quatre 
heures aprés l’injection. Si ]’on analyse, comme nous l’ayons 
fait le 22 avril, le sang tout de suite aprés linjection sous- 
épidermique, il n’y a pas d'action sur Vurée. Si, par contre, 
on attend quarante-huit heures, le sang a déja repris un taux 
durée normal et quelquefois méme supérieur & la normale. 
Nous n’arrivons pas, malgré 5 injections qui font en tout 65 cent. 
cubes de diastase, & faire apparaitre |’NH?* de fagon nette dans 
le sang: il faut atteindre 40 cent. cubes de diastase en une 
seule injection pour avoir 0.004 d’N.NH?® par litre de sang au 
bout de 48 heures. Cette derniére dose de diastase déclencha 
la mort, trés lente &se produire d’ailleurs. 

En résumé, le chien supporte bien les petites doses d’uréase en 
injection sous-épidermique et, & moins d’alteindre de fortes 
doses, il ne parait pas possible de produire une élévation impor- 
tante du taux ammoniémique. 

b) Injections intraveineuses. — Pour cette partie, la question 
fut beaucoup moins poussée. Néanmoins nous avons injecté 
journellement & un chien des doses croissantes d'uréase : 
d’abord 5 cent. cubes, puis 10 cent. cubes, puis 17 cent. cubes ; 
puis nous avons attendu deux jours et avons réinjecté 15 cent. 
cubes. Le chien les supporta bien et grossit rapidement sans 
donner le moindre signe d’inquiétude. L’élimination urinaire 


C'est encore dans ce cas le rapport qui exprime de la 
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nous a donné un rapport ae tres faible, égal & 10. Nous 
attendons dix jours et le rapport est sensiblement remonte, 
cependant que !’on ne peut déceler la mointre trace d’NH* dans 
son sang. Il s’est produit certainement, apres chaque. injection 
de diastase, une certaine quantité d@NH* qui n’a nullement 
inquiété le chien. Ces petites quantités d’NH? ont été immédia- 
tement retransformées en urée par le foie et, lorsque lon 
atlend seulement 24 heures pour rechercher l’'NH* dans le 
sang, on ne relrouve plus que les traces normales. Ces doses 
subintrantes sont donc aussi bien supportées, si ce n’est mieux, 
qu’en injection sous-épidermique. Ceci permet d’envisager 
peut-étre un jour le traitement de certains états pathologiques, 
étant donnée l’extréme facililé avec laquelle l’organisme peut 
résister aux injections faites a petites doses. 

Pour compléter le chapitre des intoxications, nous avons voulu 
essayer deux aulres modes d’introduction de la diastase dams 
Vorganisme. Le premier était de l'introduire per os, le deuxiéme 
de faire pénétrer aprés trépanation quelques centimétres cubes 
de diastase stérile dans le cerveau. 

Ces deux expériences ne nous ont donné que des résultats 
négatifs, ou, tout au moins pour ce qui est de l injection intra- 
cranienne, trés difficiles & interpréter. 


4° INTOXICATION per os. — On prend unchien de 6 kilogr. 500 : 
on le met en cage et en équilibre urinaire autant que faire se 
peul. On analyse son sang; puis on lui administre avec une 
sonde 100 cent. cubes de macération deux jours de suite; son 
urine est suivie et son sang analysé une deuxidme fois; on 
administre une seconde fois pendant deux jours 100 cent. cubes 
de macération et on analyse & nouveau urine et sang, 
quarante-huil heures aprés la seconde prise. Comme les résul- 
tats furent absolument négatifs, nous ne donnerons pas tous 
les détails de cette expérience : nous nous contenterons de la 
résumer, Dans le sang, I'N uréique a varié de 0,12 a 0,139 
pendant toute la durée de l’expérience, tendant plutot a 
augmenter ; l’N.NH* n’a pas augmenté. Quant & l’élimination 
urinaire, elle n’a varié que dans des limites physiologiques, 
lurée augmentant ou diminuant de moins de 4 gramme pendant 
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les vingt-quatre heures, |'N.NH®* ne se modifiant pas pour ainsi 
dire. La diurése n’est pas influencée. La diastase n’est décelée ni 
dans le sang ni dans l’urine. 


5° INTOXICATION INPRACERGBRALE. — Nous avons pensé pouvoir 
reproduire tous les phénoménes d’intoxication produits par 
Vinjection intrayeineuse d’uréase en injectant directement la 
diastase dans le cerveau apres trépanation. Les phénoménes 
de contracture de tétanisation constatés proviennent & coup stir 
de la fixation de l'NH* sur la cellule nerveuse et l’introduction 
dela diastase au niveau méme des tissus qui paraissent le plus 
sensibles a l’NH* semblait devoir agir plus énergiquement, par 
conséquent plus rapidement sur |’élément nerveux; mais, si 
petite que soit la quantité de liquide injecté dans un des hémi- 
sphéres ou 4 l’intérieur d’un ventricule cérébral, il y a toujours 
une action traumatisante qui masque les autres phénoménes, 
et on ne sait s'il faut attribuer les contractures et les paralysies 
que manifeste le chien injecté a la distension du tissu cérébral, 
ou a l’'action toxique de |’NH® produit par la diastase. Nous 
avons procédé a trois expériences calquées les unes sur les 
autres. 

On injecte 3 c.c. 5 de diastase d’activité 9 a 12 dans lencé- 
phale au niveau de la ligne médiane. Cette diastase est stérilisée ; 
on reprend, en effet, par de l’eau stérilisée le précipité obtenu 
par l'action de l’alcool sur la macération. On centrifuge pour 
avoir un liquide clair que l'on injecte. En général dés la fin de 
Vinjection lanimal se contracte, puis est atteint de parésie du 
train arriére ou des pattes de devant. D’ordinaire la paralysie 
est exagérée pour les membres se trouvant du cété opposé ou 
a été fait injection. Dans un cas nous avons notd de l’empros- 
tothonos, de la défécation et de la polypnée. L’animal incapable 
de se tenir sur ses pattes meurt ordinairement en quarante- 
huit heures. A Vautopsie, on trouve une substance nerveuse 
lésée au niveau de l’injection, avec taches hémorragiques. 

Le cerveau, au niveau de l’injection, contient encore apres 
quarante-huit heures de la diastase active. Les parties lésées 
analysées contiennent moins de N.NH* que d’autres parties 
saines du cerveau ou la diastase n’a pu diffuser: les différences 
ne sont pas néanmoins trés grandes. 
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Ceryeau parties saines. 


— parties lésées. . . . 


Histologiquement, les lésions des cellules nerveuses sont trés 
nettes et nous permettent de dire que nous avons réalisé locale- 
ment au niveau des centres nerveux les phénoménes d’intoxica- 
tion qui se produisent quand on introduit la diastase dans la 
circulation générale et que l'ammoniaque se fixe secondairement 
sur ces centres. 


V. — Action réversive du foie. 


Nous avons parlé dans un des chapitres précédents de l’action 
réversive du foie, qui nest que la mise en ceuvre de sa fonction 
uropoiétique. L’expérience oti elle se manifeste avec le plus de 
limpidité est celle ot l'on voit urée réapparaitre dans le sang, 
au bout de une heure et demie 4 deux heures aprés la disparition 
totale de cette urée. Il ne semble pas douteux que cette action 
soit la une véritable action de défense, qui tend vraisemblable- 
ment a retransformer l'ammoniaque produit, ce qui retarderait 
ou éviterait les accidents. Nous avons voulu mettre en lumiére 
cette action du foie et, pour cela, nous avons d’abord cherché | 
a le supprimer en tant qu’organe fonctionne] en nuisant le 
moins possible au restant de l’organisme. Nous avons choisi 
deux procédés: le premier consistait & détruire le foie par 
ingestion ou injection de CHCI*; le second consistait & faire une 
ligature temporaire de la veine porte au moment de I’injection 
d’uréase. Ces expériences nous ontdonné des résultats qui, sans 
étre tout & fait concluants, nous permettent de mettre en 
lumiére la fonction uropoiétique du foie. 

1° Le chloroforme est administré, mélangé d‘huile d’olive, 
par la yoie buccale. Un chien de 10 kilogrammes environ recoit 
dabord 13 cent. cubes de CHCI mélangé & 40 er. d’huile, le len- 
demain 13 cent. cubes et le sur lendemain 13 cent. cubes encore. 
Ce dernier jour, la moitié des 13 cent. cubes de chloroforme 
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mélangés a lhuile sont injectés dans le rectum. Das le deuxiéme 
jour Vanimal fait de la cholurie et de l’albuminurie qui 
augmentent le troisieme jour. Nous avons donc, par ce procédé, 
touché, en méme temps, le rein et le foie; ce qui génera dans 
Vinterprétation des phénoménes. On injecte sous l’épiderme de 
ce chien une diastase dont le pouvoir est de 80 par kilogramme 
d’animal. Le chien, au bout de vingt-quatre heures, est 
déja dans le coma el succombe au bout de trente-deux heures. 
Dans cette expérience les temps d’intoxication paraissent 
fortement réduits, la rapidité avec laquelle s’installe le coma est 
surtout remarquable. Car dans les expériences a injection 
hypodermique, ot l’on n’a pas procédé & un essai de destruction 
du foie, l’animal ne tombe dans le coma que vers la trente= 
sixiéme ou quarantiéme heure pour mourir en quarante- 
huit heures seulement. 

Nous avions espéré que, le foie étant plus ou moins détruit, 
Vanimal fabriquerait de l’NH* avec son urée grace & l’uréase, 
sans pouvoir retransformer son NH? en urée, grace & ses fer- 
ments uropoiéliques. 

Malheureusement ce que nous avions pensé ne s’est pas 
réalisé, bien que cependant le foie ait été trés atteint, comme 
Yont démontré les nombreux examens de coupes. Le proto- 
plasma des cellules hépatiques était, en effet, trés vacuolaire 
et ne prenait plus (ou trés mal) les colorants, certaines cellules 
étaient méme complétement vidées de leur contenu; la diffusion 
du CHCl: se faisant principalement autour de la veine sus- 
hépatique et non autour de l’espace porte comme on aurait pu 
sy altendre. 

Maleré ces grosses altérations, le taux de l’urée s'est maintenu 
et est méme remonlé comme chez les animaux 4a foie sain 
injectés de cette fagon : La remontée est cependant moins 
forte que lorsque le foie est sain. Une seule chose semblerait 
montrer la déficience de l’action hépatique : nous trouvons, 
en effet, au dosage dans le sang et dans les organes, des taux 
d’N.NH* sensiblement plus forts que ceux trouvés dans des 
expériences du méme genre sans destruction du foie, expé- 
riences dans lesquelles la charge en urée du sang du chien 
est de méme force. En effet le taux ammoniacal du sang monte 
plus vite et atteint 0,010 pour un litre au lieu de 0,075 et les 

3 
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quantités d’N.NH® des organes sont notablement plus élevées. 
Nous réunissons ces données dans un tableau comparatif qui 
permet de mieux saisir Tes différences d’action dans les 


EXPERIENCE TEMOIN ‘EXPERIENCE 
Injection diastase AVEC DESTRUCTION DU FOTE 
sons-épidermique (7°) par injection s.-épiderm. (78) 
( Rn ee is eer ae ae ee 
i Nurée | N.. NHS N urée N. NH? 
1 sp. 1.000 p- 1.000 p- 1.006 p. 1.600 
Avant .Vinjection : sang.) 0,098 0 ,00005 0 096 0,,.004 
BEARiO: 26h. » 0, 0047 » 0,020 
APRS Re eel nes 0, 0750 0,209 0,098 
_ 10). nr » 0,150 » 0,312 
— muscle .. » 0,,{084 » 0,405 


deux cas. Peut-étre, dans cetle augmentation d’N.NH®, peut-on 
voir une mise en évidence de la déficience de la fonction 
hépatique ? 

2° Dans uneseconde expérience, nous avons voulu détruire le 
foie plus complétement et plus électivement. Nous avons, pour 
cela, injecté dans le canal cholédoque un mélange de chloroforme 
et de paraffine qui, pensions-nous, devait se prendre dans la 
glande hépatique et localiser autant que faire se peut Taction 
da chloroforme sur cette glande. On injecta 10 cent. ‘cabes 
@une mixture a parties égales (paraffine-chloroforme) dans le 
cholédoque dun chien. On referme aprés cette injection et on 
attend au lendemain. 

Le lendemain Turine contient des traces d’albumine ‘et des 
pigments biliaires. Nous avons done encore touché le rein, 
mais d’aprés le dosage de l’albumine, il semble étre beaucoup 
moins touché que la derniére fois. Nous faisons cette fois une 
injection intraveieuse de diastase, mais seulement & 42 de 
pouvoir diastasique par kilogramme. Cette quantité, injectée a 
un chien ayant une teneur en urée normale de 0,06 & 0,10 d’N 
uréique, ne serait pas mortelle, ou tout au moins ne le serait 
qua longue échéance. Malheureusement l’opération de la veille 
et Vaction du chloroforme avyaient réagi violemment sur lorga- 
nisme. Et notre sang de départ est un peu plus chargé en 
urée (0,270 N urée). 1a rapidité avec laquelle le chien est mort 
peut donc étre, en partie, imputable a la grande quantité d’urée 
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du sang au départ, en méme temps qu’a l’absence d’action du 
foie supprimé par l’injection de CHCI*. (Le foie présenté a, 
histologiquement, les mémes altérations alvéolaires considé- 
rables dans le protoplasma de ses cellules. Nous avons retrouvé 
la méme diffusion du chloroforme autourde la veine sus-hépa- 
tique, bien que Vinjection de paraffine-chloroforme ait été 
poussée dans le cholédoque. ) 

Le chien meurt en dix minutes sans contractures, ayant un 
taux d’N. NIP de 0,214 p. 1.000 dans le sang; le muscle et le toie 
contenant respectivement 0,143 et 0,342 dN.NH? par kilo- 
gramme. Ces chiflres sont comparables a ce que |’on trouve dans 
les cas d injections intraveineuses, mais avec une dose de diastase 
plus grande (70 par kilogramme) et surtout dans un temps 
beaucoup moins court. La encore, l’altération du foie semble 
avoir joué un role important dans le mécanisme de lintoxi- 
cation. L’action réversive du foie ne jouant pas, animal a pu 
atteindre un taux ammomiacal sanguin élevé en trés peu de 
temps. 

3° Le chloroforme ayant toujours lésé le rein et le foie en 
méme temps et ayant, de ce fait, enlevé une valeur de spéci- 
ficilé & nos expériences qui ne lendaient qu’asupprimer l’action 
hépatique, nous avons tenté de suspendre |’action hépatique 
seule, d'une facon temporaire, pendant l’injection et pendant 
dix minutes apres celte injection. Nous avons pris un chien 
de 12 kilogr. 5 auquel nous avons fait, d’abord, une prise de 
sang; puis nous lwi avons lié temporairement la veine porte en 
passant simplement un fil sous cette veine. Nous tendions le 
fil au moment ot nous faisions Vinjection et continuions & 
interrompre toute circulation porte pendant dix minutes aprés 
linjection. A ce moment et avant de relacher la ligature, mous 
avons fait une seconde prise de sang. Deux autres prises ont été 
faites encore aprés le relachement de la ligature. Lacireulation 
porte est donc restée interrompue pendant vingt minutes : la 
masse intestinale s’est congestionnée et est devenue complete- 
ment noire, mais le chien supporte, sans autre symptdme, cet 
arrét partiel de circulation. Nous injectons dans les veines de ce 
chien environ 30 unilés de pouvoir diastasique par kilogramme. 
(Au départ, il avait un taux d’N. uréique de 0,086 p, 1.000.) 
Nous comparons les résultats trouvés dans cette expérience 
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avec ceux obtenus dans une expérience précédente comparable 
& presque tous les points de vue. (Nous avions injecté en effet 
30 unités de pouvoir diastasique par kilogramme @ un chien 
dont le taux de départ en N. uréique était de 0,107 p. 1.000.) 
Nous réunissons dans le tableau suivant les résullats trouvés : 


| 


EXPERIENCE AVEC LIGATURE EXPERIENCE TEMOIN 
ae SS ee ee 
N urée N.NH? N urée N.NH& 
SEVEARWEIMA co oo eo 0,086 0, 0036 0,107 0, 0008 
— 10 minutes aprés 
Mea CUI See eee eee 0,039 0,063 0,069 0,037 
— 15 minutes appés 
ligature enlevée 0,074 0,04 » » 
STE ae BORE on OG. 0,442 0,016 0,083 0,014 


En consultant ce tableau, nous voyons que, nous placant dans 
des conditions aussi semblables que possible, nous avons, dans 
le cas ot nous avons interrompu la circulation du foie pendant 
injection, une diminution d’N. urée plus grande (0,047) que 
lorsque nous ne mettons pas de ligature (0,038). Nous avons de 
plus, dans le cas de la ligature, une plus grande production 
d’N.NH? (0,057) au lieu de 0,036). 

Dés que nous enlevons la ligature les choses tendent a 
se rapprocher dans les deux expériences et nous nous retrou- 
vons a la fin de l’expérience, c’est-a-dire une heure apres l’in- 
jection, avec un taux sensiblement égal d’N.NH® dans les deux 
sangs. Les doses de diastase injectées n’étant intentionnellement 
pas suffisantes pour occasionner la mort, nous avons pu suivre 
avec tranquillité les différentes phases de l’apparition et de la 
disparition de I’N.NH? dans le sang. La surproduction d’N.NH? 
et la disparition plus grande de l’urée correspondent bien a la 
suspension de laction hépalique. Quand celle-ci rentre en jeu, 
l’équilibre se rétablit. I est regrettable que nous n’ayons pas pu 
suspendre plus longtemps la circulation porte pour rendre 
encore plus sensible la différence qui s’est esquissée cependant 
d'une facon nette : mais les phénoménes de congestion portale 
extreme et d’anémie périphérique correspondants sont tels que 
Vexpérience n’aurait plus aucune valeur si elle était prolongée; 
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aussi N’avons-nous pas poussé au dela de vingt minutes la liga- 
ture de la veine porte. 

Nous reprendrons, d’ailleurs, cette question ayec des chiens 
4 fistule d’Eck complete, et nous espérons, avec cette technique, 
démontrer d’une fagon plus nette le réle antagoniste joué par 
le foie dans les intoxications ammoniacales produites par 
Puréase. 


VI. — Anticorps et sensibilisatrice. 


Au cours de nos recherches sur les intoxications chroniques, 
nous avons injecté de petites doses de diastases & des chiens et 
nous avons, de ce fait, employé le systéme classique pour essayer 
de créer des anticorps diastasiques dans le sang des animaux. 
La facilité des dosages, permettant d’apprécier numériquement 
les actions diastasiques, et donnant de ce fait & ces expériences 
une précision intéressante au point de vue de la biologie géné- 
rale, nous pensions suivre concurremment le sang de ces 
animaux et au point de vue de l’NH?*, et au point de vue des 
pouvoirs antidiastasiques et diastasiques. Nous espérions que 
cette diastase, robuste, facile & retrouver dans |l’organisme, 
nous donnerait au point de vue antidiastasique de meilleurs 
effets que les innombrables diastases qui ont ét& essayées 
jusqu’a ce jour. Nous devons avouer que, malgré des prépara- 
tions trés longues d’animaux, nous ne sommes arrivés & aucun 
résultat. 

Nous avons essayé la voie intraveineuse et la voie sous-épi- 


dermique. 


a) Von sous-GpipermiguE. — Notre premiere expérience 
consista en injections de trés petites quantités de diastase, 
ces injections étant faites tous les jours. Nous avons pour- 
suivi nos injections pendant huit jours, en commencant par 
2 cent. cubes, pour donner 4 cent. cubes, puis 8 cent. cubes 
a la fin de la série. A ce moment se manifestaient déja des 
actions urolytiques de Ja diastase, voire méme des actions 
toxiques : car, apres la huitidme injection, des hématuries 
légéres étaient apparues. C’est ce qui nous fit, d’ailleurs, cesser 
la série d’injections. Le sérum du chien fut alors examiné a 


deux points de vue. 
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D’abord au point de vue wrolytique, nous nous apercimes 
que les injections sous-épidermiques n’avaient nullement com- 
muniqué de propriétés diastasiqwes au sang. En effet 1 cent. 
eube de sérum, mis en contact avee de l’urée pendant vinet- 
quatre heures & l’étuve 4 37°, ne formait aucune trace d’ammo- 
niaque. Cependant les produits d’hydratation de Vurée fabri- 
qués parla diastase au niveau du point d’injection par simple 
diffusion de l'urée et de ’ammoniaque, avaient passé dans |’éco- 
nomie et avaient méme provoqué un commencement dintoxi- 
cation. Ce peu de diffusion de la diastase dans le milieu san- 
guim explique d’ailleurs le manque total de réaction de Porga- 
nismae vis-a-vis de la diastase; it faut en effet, pour qu'une anti- 
diastase se produise, que la diastase soit mélée intimement au 
milieu sang wil. 

Le manque total d’antediastase. vint confirmer cetie hypo- 
these. Pour rechercher l’antidiastase, nous avons, mis en 
contact, dams une série de tubes, 0: c. c. 4 de diastase active 
avec des doses croissantes de sérum, de 0 ¢c.c. 1 & 1 cent. eube 
de sérum. Puis nous avons laissé en contact pendant vingt- 
quatre heures & I’étuve & 37° et nous avons ensuite essayé 
Vactivité du mélange comparativement avec 0-c.c. 4 de diastase 
pure abandonnée vingt-quatre heures & létuve a 37°. Liaction 
drastasique était renforcée par la présence du sérum au lieu 
d étre dimanuée. Ce renforcement est, d’ailleurs, di & une action 
physique que nous avons étudiée longuement dans un. para- 
graphe préeédent.. I/ ne parait done pas y avoir dantidiastase 
produite, au cas ou celle-ci existerait, elle n’existerait. que 
dans de faibles proportions qui seraient alors masquées par 
Yaction de renforcement du pouvoir diastasique di au milieu 
albumineux du sérum. 

I} nous restait & faire ume seconde épreuve pour vérifier 
que les injecttons subintrantes de diastase n’avaient produit 
aucune immunisation : on imjecta le chien de la dose mor- 
telle minima de pouvoir diastasique par kilogramme: la mort se 
produisit dans les mémes conditions, avec le tableau habituel : 
méme rapidité, mémes contractures, méme production d’anme- 
niagque dans le sang et les organes. I/ n'y avait done ni anti- 
diastase ni immunisation. 

Nous avons, néanmoins, recommencé une deuxieme expé- 
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rience en injectant, tous les deux. ow trois jours enviren,, des 
quantités de diastase sensiblement plus fortes. En seize jours 
hous avons injecté, & six reprises différentes, 105 cent. cuhes 
de: diastase en commencant par 10 cent. cubes pour fimir par 
une dose massive de 40 cent. cubes. Le chien supporta assez 
bien ces doses et l’on ne vit apparaitre, en laissamt deux ou 
trois: jours de repos entre chaque: alles ni hématurie, ni 


albumine urinaire. Le rapport © faiblit un peu aprés 


N ur 
N.NH: MIT 
chaque injection et le taux ammoniacal du sang ne s’accrut 
pas. En um mot, nous avons limpression que nous avons fail 
pénétrer dans l’organisme un maximum. de pouvoir diasta- 
sigue, sans produire de lésions graves qui. puissent. annihiler 
les fonctions défensives et productrices de corps antidiasta- 
sigues. Aprés la derniére injection de 40 cent. cubes seulement, 
qui était de beaucoup supérieure aux autres, om vit le taux 
ammoniacal du sang augmenter d'une facgon nette et. le: chien 
perdre de sa vavacité. Ik y await, en effet, 0 gr. 004 N.NHe 
p. 1.000 de sang, alors que le taux s’élait peeritentn auparavant 
entre 0,0001 et 0,00003. Des prises de sang, faites a partir de la 
troisiéme, injection, n'indiquenmt ni pouvoir urolytique, mi pau- 
voir antidiastasique du sérum. Aprés la sixiame mjection 
seulement, il se manifeste un trés léger pouvoir urolytique et 
une présence trés mette d’anticorps. Le sérum, mélé a la 
macération diastasique im vitro, produit en quelques ninutes 
un volumineux précipité qui augmente a. |’étuve & 37°. Néam- 
moins tous. nos efforts pour annihiler le pouvoir diastasique 
farent vains. Quelles que soient.les proportions de sérum et. de 
macération diastasique qui furent mélangées, nous m obtinmes, 
en. dehors de la précipitation, aucune diminution du powvoir 
urolytique. Hl n’y a dans le sérum. du chien que des précipi- 
tines des corps contenus dams la macération, mais qui ne sout 
que les soutiens de la diastase. La diastase mélée & du sérum 
préeipitant dans les mémes conditions, que: dans l’expésience 
précédente, filtrée apres deux heures, d’étuve a 37° et séparée 
du précipité produit, a toujours une activité correspondant a 
celle de la diastase pure. Le support de la diastase, qu'on me 
peut séparer par aucun pracédé, produit dans lorgamisme: des 
anticorps. capables de précipiter ce sappart ou une partie de ce 
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support sans toutefois toucher & la diastase. Peut-étre y ati 
la un procédé possible de purification des diastases. Mais ce 
n’était point la ce que nous recherchions. 

6) Vor iwrraveinrusr. — Nous avons tenté alors la voie 
intraveineuse qui parait étre la voie la plus active pour l’obten- 
tion d’anticorps, mais que nous n’avions pas ulilisé d’emblée 
craignant. d’affaiblir Vorganisme en l’intoxiquant. A notre 
grand étonnement, et comme nous l’'ayons déja dit, le chien 
supporta trés bien ces injections et l’on put, par ce procédé, 
sans le moindre dommage introduire en cing jours 50cent. cubes 
de diastase, ce qui correspond & la dose toxique; vingt-qualre 
heures aprés la cinquiéme injection, le sang ne révéla ni 
pouvoir urolytique, ni pouvoir antidiastasique. Le chien a 
erossi de 1 kilogramme pendant le traitement. Nous injectons 
alors 39 de pouvoir diastasique par kilogramme, ce qui est 
nettement inférieur au pouvoir diastasique mortel. L’animal 
meurt rapidement (trois quarts d’heure au lieu de deux heures) 
avec le tableau habituel, la phase comateuse se manifestant 
plus rapidement aprés Vinjection. Le chien semble avoir été 
sensibilisé par nos injections intraveineuses subintrantes, 
puisqu’il meurt plus vite avec des doses moindres, cependant 
que la production d’N.NH? dans le sang et les organes est iden- 
tique aux autres expériences 

Celte seconde expérience nous donna l’idée d’étudier l’action 
sensibilisante que pourraient avoir des injections intraveineuses 
successives. Sur ce chapitre nous sommes encore peu avancés. 
La seule expérience que nous ayons pu faire et qui ne nous a 
pas donné de résultats concluants est celle-ci : nous injectons 
&un chien une dose forte, mais non mortelle, de macération 
diastasique. L’animal, peu chargé en urée (0,056. N uréique), 
a tout son N uréique transformé en N.NH*; mais, le taux 
n’étant pas mortel, le chien supporte trés bien cette injection. 
Le surlendemain, on réinjecte au chien une dose faible (43 de 
pouvoir diastasique par kilogramme) et l’on étudie les modi- 
fications produites sur l’N uréigque. Celles-ci paraissent étre 
dune intensité égale a celles produites par la méme dose (43 
de pouvoir diastasique par kilogramme) sans injection prépa- 
rante. Nous ne tirons aucune conclusion actuelle de cette 
expérience qui devra étre reprise méthodiquement pour 
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montrer s'il existe, ou non, une action sensibilisante nette. 

Bien des points restent d’ailleurs encore a élucider : car la 
précision chimique des résultats donne a l'étude de l’uréase 
une grande importance pour la connaissance des lois relatives 
& Paction des diastases in vivo. 


CONCLUSIONS 


1° ActTION DE L'URBASE im vi/70 SUR LES HUMEURS DE L’ORGANISME. 
— Nos expériences ont confirmé que l'uréase détruit totalement 
et rapidement l’urée du sang. Celui-ci n’exerce en quarante- 
huit heures aucune action empéchante sur la diastase ; en solu- 
tion diluée il exerce une action nettement protectrice. Cette 
action est indépendante de la teneur en sels minéraux et de 
Valcalinité Ju sérum, elle n’est pas due & une substance ther- 
molabile & 63°. 


2° DeEsTINSE DE L’URBASE INJECTEE DANS L’ORGANtSME. — L’uréase 
disparait lentement du milieu sanguin ot on l’a injectée 
(vingt-quatre heures). On la retrouve fixée a des taux différents 
sur les divers organes. Le foie parait étre lorgane ow elle se 
fixe le plus. 

On ne retrouve jamais d’uréase dans l’urine. 


3° ACTION TOXINIQUE DE L’URBASE in vivo. — @) Intoxication aigué 
(par injection intraveineuse). L’action est rapide, la destruc- 
tion totale de l’urée est pour ainsi dire instantanée. L’animal 
meurt d’ammoniémie en deux & trois heures. 

6) Intoxication subaigué (par injection sous-épidermique). 
L’action est plus lente et met quarante-huit heures a se déve- 
lopper. Le mécanisme d’intoxication est identique & celui de 
Y intoxication par injection intraveineuse. 

c) Intoxication chronique (par injection intraveineuse ou 
sous-épidermique). Tant que la quantité d’uréase injectée 
n’arrive pas & produire une quantité d’ammoniaque supérieure 
a celle que le foie peut arriver & détruire, l’animal résiste. Il 
meurt dés que l’organisme commence a s’enrichir en NH’. 

En général ces intoxications sont comparables & celles obte- 
nues par |’injection de sels ammoniacaux & acides faibles. 
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L’ammoniémie produite par la diastase aboutit 4 une mtoxi- 
cation de type cérébral caractérisée d’abord par des comvul- 
sions, puis par du coma. 

La mort survient lorsque l’ammoniémie atteimt le seuil de 
0,07 d’azote ammoniacal par kilogramme de sang. 

d) Intoxication per os. Nous ne sommes pas arrivés a réa- 
liser une intoxication par ce mode d'introduction. 

e) Intoxication intracérébrale. On a reproduit l’intoxication 
ammoniémique en injectant directement Ja diaslase dans le 
cerveau, Ia neurolyse est comparable 4 celle obtenue par 
injection veineuse. 


4° AcriON REVERSIVE bU FoIg. — Nous, avons mis en lumiénre 
action. réversive du foie en. supprimant fonctionnellement cet 
organe, soit par injections de chloreforme, soit par ligature de 
la veime porte. Dans ces cas l’intoxication ammoniacale se: pro- 
duit plus rapidement puisque l’action réversive dw foie n’entre 
pas en jeu. 


5° ANTICORPS ET SENSIBILISATRICE. — Nous ne sommes pas. arri- 
vés a faire produire & Porganisme du chien une antidiastase. 
Nous.avons obtenu simplement une précipitine du support de 
la diastase. 

Nous n’avons pu mettre en évidence la sensibilisation. de 
Yorganisme a l’action de la diastase par des injections prépa- 
ramtes. 


RECHERCHES SUR LES PROTEIQUES DE LA LEVURE. 


par Prerre THOMAS. 


PREMIERE PARTIE 
PREPARATION DES PROTEIQUES DE LA LEVURE 


Les premiers essais systémaliques d’extraction des protéiques 
de la levure remontent & l'année 1844; c’est Schlossberger (1) 
qui, le premier, en a extrait par l'aclion de la potasse étendue, 
suivie de filtration. et de précipitation par l'acide sulfurique, un 
corps contenant de 13,75 a 14 p. 100 d’azote et possédant 
quelques-unes des réactions colorées des protéiques. Negeli et 
Loew, dans leurs recherches sur la composition chimique de la 
levure (2), extraient soit par macération, soit par ébullition 
avec l’eau, des corps mal définis, paraissant appartenir au 
groupe des. protéines simples. 

Jusque-la, la teneur de la levure en protéiques est loin d’étre 
fixée. Ainsi Payen (3) indique une teneur en matiére azotée de 
62,73 p. 100, tandis que Negeli et Loew donnent 45 p. 100 de 
protéiques avec 2p. 100 de peptones et 4 p. 100 de matiéres 
extractives (azolées?). D’apres Stutzer (4), sur une tencur de 
7,77 p. 100 en azote de la levure, 5,519 p. 100 appartiennent 
aux. proléimes et 2,257 p. 100 aux nucléines, soit un rapport de 
5/7 2/7 environ, D’autre part, il y aurait 63,80 p. 100 d’albu- 
mines et 26,10 p. 100 de nucléines. 

Bokorny (5), sans chercher & extraire les matiéres protéiques 
elles-mémes, fixe la quantité d’albumine que renferme la 
levure & 3,50 — 9,00 p. 100. 


(b) Scunosspuncer. Liebig’s: Amn. d. Chen. u. Pharmasie, 1844, 54, p. 193. 

(2) Nwcecr et Lonw. Journ. f. prakt. Chem., 1818, 47, p. 403, et aussi, Liebig’s 
Amm.,. 193, p. 322. 

(3) Payen. Mémoires présentés par divers sawarts: élrang ers, 9. p.-32, 

(4) Srurzen, Zeitsch. physiol. Chem. 1882, 6, p.. 372. 

(5) Boxowyy. Zeilseh. f. Spiritus indusirie, 1200, 138, p. 33. 
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En somme, aucun des précédents auteurs n’a eu entre les 
mains de produits correspondant vraiment & ceux qui forment 
le protoplasma de Ja levure. Il fallait la méthode de Buchner 
pour arriver & extraire le contenu cellulaire et expérimenter 
avec lui. E. Buchner signale déja un fait précis : c’est que le 
suc de presse qu'il obtient renferme « des albumines coagula- 
bles comme celles des organes des animaux » (1). Mais c’est 
Wroblewski (2) qui extrait le premier du suc de levure de 
Buchner des protéines. Il procéde par coagulalions successives 
et obtient des corps coagulant & 41°, 51°, 56°, 59°, 62° et 68°; 
il montre que ces corps précipilent par saturation partielle ou 
totale avec le sulfate d’ammonium ou par addition d’alcool. 

Quelques années plus tard, R. Schreeder (3) réussit, par une 
méthode différente, & préparer des protéiques coagulables en 
partant de la levure. Il mélange la levure pressée avec de 
l’éther, qui détermine une plasmolyse énergique. La masse se 
liquéfie, et abandonne alors & l’eau une substance que l’on 
peut en séparer en la coagulant par chauffage a |’ébullition. 
Ce produit, lavé et séché, renferme C — 52,38; H = 6,91; 
N= 15,80 445/92. S = 6,727 P= 0,00 cendres 0 eee 
posséde la plupart des réactions des protéiques (4). 

Enfin, Sedlmayr (5) aurait pu obtenir une albumine coagula- 
ble en traitant par une solution de carbonate dammonium de 
la levure tuée par l’alcool. 

Je ne dois pas oublier de mentionner que, bien avant ces 
recherches, A. Kossel (6) avait réussi 4 extraire de la levure 
d'autres produits définis, appartenant au groupe des nucléines ; 
mais il s’agit évidemment ici de produits dus a V’action des 
réactifs et non préexistants dans la cellule. Kossel traite la 
levure lavée par de la soude trés diluée, filtre et recueille le 
liquide filtré dans l’acide chlorhydrique étendu. Il obtient un 


(4) E. Bucnner, H. Bucaner et M. Haun. Die Zymasegdhrung, Munich et 
Berlin, 1903, p. 73. 

(2) Wrostewski. Ber. deuts. chem. Gesell., 1898, 34, p. 3218. 

(3) R. Scurogver. Beztr. 2. chem.[Physiol. u. Pathol., 1902, 2, p. 389. 

(4) La méthode employée par Schroeder avait déja fait ’objet d’un brevet 
pris en 1899 par H. Buchner et M. Gruber. La méme année, Dormeyer (Woch. 
f. Brauerci, 1899, 46, p. 557) avait conseillé l'emploi d’éther et de chloroforme ; 
un peu plus tard, Hahn et Geret (Zet/sch. f. Biol., 1900, 40, p. 117) utilisent 
dans le méme but le chloroforme. 

(5) Septmayr. Zeilsch, f. d. gesam. Brauwesen, 1903, 26, p. 381. 

(6) A. Kossg. Zeitsch. physiol. Chem., 1879, 3, p. 284; 1880, 4, p. 290. 
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précipité qui, apres lavage, présente la composition : C= 40,81; 
Hi 5,35;0.N,—=,15.98 3 P — 6,19-S = 0.38. Dans des prépa- 
rations ultérieures, il trouve pour le phosphore les valeurs : 
3,28; 3,55; 3,94 et ne réussit pas & oblenir un corps aussi 
riche en phosphore que la premiere fois. I] observe ensuite que 
ce produit laisse par ébullition avec de leau des bases puri- 
ques, surtout l’hypoxanthine; plus tard, il en extrait égale- 
ment la xanthine et la guanine. 

La constitution des substances ayant pour origine le noyau 
de la cellule de levure était donc assez bien connue, tandis que 
presque rien n’était fait relativement aux matiéres protoplas- 
miques de cette méme cellule. Malgré les difficultés d’une 
semblable étude, j’ai essayé de l’aborder, afin d’éclairer, s‘il 
était possible, par l’étude des propriétés et de la structure des 
protéiques de la levure, leur origine et leur formation. 


Extraction des protéiques de la levure. 


La meilleure méthode, semble-t-il, pour isoler les consti- 
tuants du protoplasme de la levure, consiste 4 faire exsuder 
celui-ci hors de lenveloppe cellulaire, par un phénoméne 
osmotique, ou par déchirure de cette enveloppe. C’est en somme 
la base des procédés employés pour |’obtention de la zymase. 

Dés 1897, E. Buchner (1) obtient, par broyage des cellules 
de levure avec du sable ‘quarlzeux et de la terre d’infusoires, 
puis expression sous une pression élevée, un « suc de presse » 
qui contient avec les protéiques de la levure la zymase. 

Au début de 194141, A. Lebedew (2) fait connaitre une 
méthode beaucoup plus simple : il exprime de la levure fraiche 
de facon & en retirer la plus grande quantité de l’eau inter- 
posée, puis desséche la masse pulvérulente, soit & la tempéra- 
ture ordinaire, soit mieux vers 30°. II suffit de faire macérer la 
poudre obtenue avec de l’eau pendant plusieurs heures, puis 
de fillrer sur papier, pour obtenir une macération riche en 
protéiques et fortement zymasique. 

A la fin de la méme année, Giglioni (3) a montré que de la 


(1) E. Bucuner. Ber. deuts. chem. Gesell., 1897, 30, p. 117. 
(2) A. Lesepew. C. R. Acad. des Sciences, 1911, 152, p. 49. 
(3) Gietiont. Atti della Soc. ital. p. Progresso d. Scienze, octobre 1914. 


46 ANNALES DE U'INSTITUT PASTEUR 


levure exprimée jusqu’a ce qu’elle soit devenue pulvérulente, 
puis exposée aux vapeurs de chloroforme, d’éther, d’eucalyptol 
oa de camphre, se liquéfie et donne par filtration un liquide 
zymasique. 

Cette dernigre méthode correspond en somme au procédé de 
Schreeder pour la préparation des protéiques de levure. En 
répétant les expériences de ce dernier auteur, il m’a paru que 
les produits obtenus, ainsi que le rendement, sont sujets a 
d’assez grandes variations. Les diastases protéolytiques ne sont 
pas suffisamment entravées dans leur action ct par suite le 
résultat de la préparation est souvent incertain; c’est ce qui 
m’a déterminé &@ abandonner cette méthode. 

Jaurais pu, en préparant le suc de presse de Buchner, 
refaire et compléter le travail de Wroblewski; mais la prépa- 
ration du suc de levure par broyage et expression est assez péni- 
ble, surtout lorsque l'on doit opérer sur des quantités un peu 
considérables ; elle exige, en plas du matériel spécial indispen- 
sable, un personnel suffisant. 

Il n’en est plus de méme si on emploie le procédé indiqué 
par Lebedew pour la préparation de son suc de levure : cette 
remarquable méthode présente la commodité et la simplicité 
les plus grandes, et il devient facile d’opérer'sur des quantités 
quelconques. Il ne restait qu’) adapter les données de lauteur 
au but spécial pourstivi, c’est-a-dire d’une part extraire et 
séparer les protéiques de la levure, et d’autre part empécher 
leur altéralion en augmentant le rendement. 

Mes premiers essais ont été effectués avec une préparation 
industrielle de levure obtenue d’aprés les indications de Lebe- 
dew (1). La premiere idée qui se présentait naturellement & 
Pesprit était de déterminer la proportion relative d’azote sous 
forme coagulable et non coagulable existant dans la macération 
préparée d’aprés Lebedew, mais en ajoutant un volume beau- 
coup plus considérable d’eau, afin de mieux épuiser cette 
levure. 


Dans ce but, 200 grammes de levure Schroder, pulvérisée au préalable, 
ont été délayés dans 600 cent. cubes d’eau et la macération laissée a l’étuve 
a 35° pendant quatre heures, en agitant de temps a autre. On filtre ensuile 


(1) Préparée par Schroder, de Munich, sous le nom de Trockenhefe. 
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sur papier Chardin; aprés dix-huit heures, on recueille un volume de 
190 cent. cubes (liquide A). 

Le résidu de l’épuisement, resté sur le filtre, est délayé dans 600 cent. 
cubes d’eau et remis a l’étuve a 35°. Apres quatre heures el demie, on filtre; 
on recueille 500 cemt. cubes (liquide B). 

Enfin, le résidu a été de nouveau délayé dans 600 cent. cubes et macéré 
cimq ‘heures a 35°. On necueille par filtration 450 cent. cubes (liquide C). 

Pour déterminer la quantité de substances coagulables contenue dans ces 
liquides, on en préleve exactement 5 cent. cubes (aussitot apres filtration). 
on ajoute 50 cent. cubes d’eau et 1 gramme de chlorure de sodium, puis on 
porte a lébullition aprés addition de quelques gouttes d’acide acétique. La 
réaction est nettement acide. On filtre sur un petit fillre sans plis, en papier 
Chardin, et on lave jusqu’&A ce qu’une goutte, recueillie sur un verre de 
montre, ne donne plus de Youche sensible par le nitrate d’argent. Le coagu- 
lum est alors détaché du filtre et séché & 110° jusqu’a poids constant. 

D’autre part, les liquides filtrés aprés coagulation sont évaporés A sec et 
on y dose l’azote total par Ja méthode de Kjeldahl. 


Comme il est facile de s’en rendre comple, les liquides res- 
tant aprés coagulation renferment 8 peu prés autant d’azote que 
le coagulum obtenu. 

Les liquides A, B et C, aussit6t recueillis, sont additionnés de 
leur volume d’une solution saturée de. sulfate d’ammonium; il 
se fait un léger précipité que lon sépare par filtration et le 
liquide légérement acidulé est aussildt coagulé par chauffage 
a 100° pendant une demi-heure. Le coagulum lavé a l'eau 
bouillante est ensuite essoré et lavé jusqu’a disparition du sul- 
fate d’ammonium. 

Les liquides A, B et C donnent toutes les réactions de préci- 
pitation des proléiques : 


Par les acides (sulfurique. nitrique, chlorhydrique, 


PHichlOnAGE WGI; ACE LIULe)n ermerrs bse estes précipité blanc. 
— WVadide phosphotungstique........... ‘blanc. 
—) Jerterrocyanune acCehque. 2 2.6 0. s+ = blane jaunatre. 
= PCIe TEMG RNS 6 GUS ES Se eben ee aume: 
— liodure de potassium et de mercure..... jaunatre. 
— liodure de potassium et de bismuth... . . orangé. 
5. 1S Cintas sik COU whcag OB Ao Eo Ol ee blanc. 
= Her cnlorine Ceapruimes: — sm fe =. 2s oes jaunatre. 
= Viodure de potassium iodé........-. jaune. 
— acide métaphosphorique......-+.... blanc. 


Ces liquides, aussi bien que le coagulum purifié, donnent 
ce rf feck Sige 5 4 re p) 
toutes les réactions colorées des protéiques; ces réactions n ont 
pas la méme intensilé : 
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Xanthoprotéique, Mitton, biuret. ...,... . intense. 

HOPEINS os 92 %> eights coe os elo ot moyenne. 
LIEBERMANN? J: uee’Sa 2 Sas Ree eee tree trés intense. 
Aldéhyde d’Enrrica et acide sulfurique . . . . rouge trés intense. 
Soutre.. «43th 2 eae beeen fear faible. 


I] s'agit donc d’une protéine soluble & l’eau et coagulable par 
la chaleur, vraisemblablement du groupe des albumines. 

De nombreux essais ont été entrepris afin d’augmenter le 
rendement en protéiques, par l’emploi de solvants divers, et 
en faisant varier la durée de la macération. I] résulte de ces 
expériences que l’extraction & V’eau salée est défavorable, mais 
celle & l’eau alcaline donne des rendements plus élevés qu’avec 
Yeau pure. 

Etant donné que les macérations deviennent peu a peu 
acides et que cette réaction favorise l’endotryptase de la levure, 
ainsi que l’ont montré Hahn et Geret (1), il n’y a rien de sur- 
prenant & ce que les matiéres coagulables soient plus abon- 
dantes dans l’extrait fait au moyen d’eau alcaline. 

Hahn et Geret donnent les chiffres suivants pour le poids de 
coagulum formé dans le suc de levure lorsque l’on ajoute des 
quantités variables de carbonate de sodium : 


Carbonate de sodium Poids de coagulum 
UTS Poke tei Suit am Ail SR lait 28 1 
O. Ss) pour neutraliserw ea. 43,0 
O}2ep 4 00keniplusieem onsen 59,2 
05 — — Smo} af 83aO1 eC 72,3 


J’ai essayé de maintenir la réaction & peu pres neutre par 
addition progressive de carbonate de sodium. 

Une macération de 100 grammes de levure Schroder dans 600 cent. cubes 
d’eau, abandonnée neuf heures dans l'étuve &@ 35°, a été ramenée toutes les 
heures a une trés légére alcalinité par addition d’une solution concentrée 


de carbonate de sodium. On a recueilli par filtration 400 cent. cubes de 
liquide limpide opalescent. 


Coagulum obtenu : 2 gr. 22 p. 100 contenant azote coagulable. . . 0,355 p. 100 


— 2er.22  — _ non coagulable 0,372 — 
Poids de coagulum: 2,22 X 4=8 gr. 88. 


Le rendement est visiblement supérieur, mais il est évidem- 
ment peu pratique de surveiller sans cesse la macération pour 
en maintenir la neutralité. 


(1) M. Hann et L. Gener. Die Zymasegdhrung, 2° partie, p. 318. 
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L’influence de quantités croissantes d’alcali sur le rendement 
a été alors examinée. 

I] en ressort que la concentration en carbonate de sodium la 
plus favorable, dans les conditions de I’ expérience (durée, dilu- 
.tion, température), est de 0,50 p. 100. 

Il fallait aussi fixer le réle de la température. Dans ce but, 
on a fait une série d’essais, d’aprés lesquels on est fondé a 
employer la température de 35°. 

Ces conditions, macération dans un assez grand volume de 
liquide, emploi d’eau alcalinisée avec 0,5 p. 100 de carbonate 
de sodium, température de 35°, donnent les meilleurs résultats 
pour une préparation rapide et pratique des protéiques de la 
levure. Le rendement serait certes amélioré par d’autres pré- 
cautions : épuisements réitérés, contréle continuel de la 
réaction légérement alcaline qu'il faudrait maintenir, etc., 
mais le procédé deviendrait d’une application vraiment pénible 
et exigerait trop de temps. 

Lorsque l’on opére sur des masses un peu considérables, en 
placant la macération & l’étuve, il ne faut pas oublier que l’opé- 
ration doit étre prolongée assez longtemps, en raison de la 
lenteur avec laquelle la température s’éléve. Pour une macéra- 
tion de 100 grammes de levure Schroder dans un litre d’eau 
alcaline, laissée pendant huit heures a l’étuve 4 35°, |’élévation 
4 partir d’une température initiale de 18° n’est que de 5° en 
moyenne pendant les deux premiéres heures et de 4° pendant la 
troisieme. Ce n’est guére qu’aprés cing heures que la tempé- 
rature est voisine du degré cherché. Aussi est-il préférable 
d’employer de l’eau préalablement chauffée & 35° si on veut 
diminuer la durée de la macéralion. 


Séparation des protéiques obtenus. 


Nous avons vu précédemment que le produit de |’épuise- 
ment de la levure séchée de Schroder par l’eau donne avec le 
sulfate d’ammonium & demi-saturation un léger précipilé. 
S'agit-il d’une globuline? Quelle est la nature du proiéique 
coagulable par la chaleur? Est-il formé d'une substance 
unique? Autant de questions auxquelles je me suis efforcé de 
répondre. 
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Une macération aqueuse de 100 grammes de levure Schroder dans six 
parties d'eau distillée, prolongée sept heures et demie a la température de 
35°, adonné, aprés filtration, 370.cent. cubes de liquide renfermant 1,77 p. 100 
de protéiques, soit en tout 6 gr, 55; le liquide contient 0,34 p. 100 d’azote non 
coagulable. Une certaine quantilé de ce liquide, additionnée de son volume 
de solution saturée de chlorure de sodium, ne donne aucun trouble, méme 
aprés contact prolongé ; il ne renferme done pas de globulines du groupe 
du fibrinogéne. 

On prend 100 cent. cubes de la macération primitive et on les sature a 
froid, en agitanlt, avee du sulfate de magnésium cristallisé en poudre fine. 
On termine la saturation a l’étuve a 28°. Le trouble assez abondant qui se 
forme ,est séparé par filtration et le dépot lavé avec un peu de solution 
saturée de sulfate de magnésium. On redissout dans l'eau la partie insoluble, 
on filtre, on acidule par l’acide acétique et on chauffe a lébullition. Il se fait 
une coagulation incompléte; le liquide filtré reste, en effet, opalescent et 
renferme encore une notable quantité de protéiques. Quant au coagulum 
resté sur le fillre, layé a eau bouillante jusqu’a disparition de réaction des 
sulfates, il pése aprés dessiccation {0 gr. 646, soit environ 36 p. 100 de la 
quantité totale. Ce coagulum parait renfermer une certaine quantité dune 
albumine jcoagulable entrainée par la précipitalion saline en méme temps 
qu'un autre protéique, ce dernier ne se séparant pas complétement par 
chauffage. Il convient done de faire des essais de purification par précipita- 
lions répétées. 

Dans ce but, on prépare une nouvelle macération dont on obtient par 
filtration 560 cent. cubes contenant 9 gr. 57 de protéiques. On précipite par 
un volume de solution saturée de sulfate dammonium, on filtre et le résidu 
est traifé par une petite quantité d'eau. La dissolution est incompléte ; on 
centrifuge et on obtient un premier résidu insoluble R,. Le liquide clair, 
dont le volume est de 92 cent. cubes, est reprécipité par son volume de 
sulfate d’ammonium a saturation : précipité blane floconneusx, qui est traité 
a deux reprises par peu d’eau, en présence de quelques gouttes de solution 
saline. On centrifuge et on a un second résidu R,. En traitant de méme la 
liqueur claire décantée, on a un troisiéme résidu insoluble R,. 

Les liquides résultant des derniéres dissolutions par l'eau contenant seule- 
ment une petite quantité de sels, étant acidulés par l’acide acétique et portés 
4 Vébullition, ne donnent quun léger louche sans coagulum visible dans le 
dernier cas. Il n’existe donc plus d’albumine coagulable. Quant aux rési- 
dus R,, Rg, Rj, insolubles dans l’eau contenant seulement de tres petites 
quantilés de sels, ils se dissolvent dans l'eau alcalinisée par 0,5 p. 100 de 
carbonate de sodium. La solution est compléte, légérement opalescente et 
filtre assez facilement. Par addition d’acide acétique dilué, on a un précipité 
floconneux blane qui se redissout en entier dans l'eau alcaline et repréci- 
pite par acide acétique. 


Ce produit est trés riche en azote, comme le montre un essai 
rapide; on le fond avec un mélange de potasse et de nitrate de 
potassium pour y rechercher la présence du phosphore. La 
recherche est positive et montre la présence d’une quantité 
notable de cet élément. La recherche du fer est également 
positive. 
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Cette expérience, répétée dans les mémes conditions avec 
une macéralion dans l’eau salée & 10 p. 100, donne les mémes 
résultats, & savoir que le précipité obtenu par le sulfate de 
magnésium ou par le sulfate d’ammonium & demi-saturation 
ne se redissout aprés purification que dans les solutions alca- 


lines; il en est reprécipité par les acides et contient du phos- 
phore et du fer. 


Ces caractéres ne paraissent pas correspondre avec ceux 
dune globuline vraie. Afin de voir si la précipitation saline 
correspond & celle faite au moyen des acides, on dispose l’expé- 
rience suivante. 


Une macération de 100 grammes de levure Schroder dans six parties 
Weau distillée est maintenue au voisinage de la neutralité par additions 
fréquentes de carbonate de sodium a 10 p. 100. Le séjour & l'étuve a 35° est 
de neuf heures. On filtre el on recueille 420 cent. cubes de liquide conte- 
nant 2,22 p. 100 de protéiques coagulables et 0,37 p. 100 d’azote non coagu- 
lable. 

On préléve deux portions égales de 200 cent. cubes de liquide. L’une est 
précipitée par son volume de solution saturée de sulfate d’'ammonium : 
on filtre et on redissout dans une solution de carbonate de sodium a 
0,5 p. 100, on filtre 4 nouveau et on reprécipite par l’acide acétique. Le 
précipité séché dans le vide sur l’acide sulfurique pése 0 gr. 24. Quant au 
liquide primitif, il est dialysé pendant quelques heures dans des sacs de 
collodion pour le débarrasser de la plus grande partie du sulfate d’'ammo- 
nium, puis acidulé et coagulé par la chaleur. Le coagulum lavé et séché 
pese 3 er. 04. 

On retrouve ainsi 0,24 + 3,04 = 3 gr. 28 sur 4 gr. 44 de protéiques. 

La seconde portion de 200 cent. cubes est précipité par 2 cent. cubes 
d’acide acélique, soit 1 p. 100; on filtre rapidement et le précipité est redis- 
sous dans Ie carbonate de sodium a 0,5 p. 100. On reprécipite par l’acide 
acétique ajouté goutte a goutte, on lave et onséche dans le vide sulfurique. 
Poids obtenu : 0 gr. 19. Le liquide filtré aprés la précipitation acétique est 
aussitot coagulé par la chaleur; on obtient aprés lavage et dessiccation 3,26 
de coagulum. 

On retrouve ainsi 0,19 + 3.26 = 3 gr. 45 sur 4 er. 44 de protéiques. 


Comme on le voit, les deux expériences sont comparables. 
Elles laissent toutes deux place pour une autolyse accentuée 
qui se traduit par une perte de 23 4 26 p. 100 de protéiques. 

11 est beaucoup plus commode, pour séparer les deux sub- 
stances présenles dans les macérations, de recourir a la préci- 
pitation acétique. Afin de fixer les proportions relatives de ces 
protéiques tout en améliorant le rendement, on procéde a 
Vexpérience suivante : trois échantillons de levure Schroder 
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ont été mis & macérer dans dix parties d’eau alcaline pendant 
huit heures & 35°. 


A. — Macération dans le carbonate de sodium a 0,1 p. 100. 


Volume obtenu : 760 c.c. contenant 0,78 p. 100 de protéiques coagulables, 
soit en tout 5 gr. 928 et 0,227 p. 100 d’azote non coagulable. 

On précipite par l'acide acétique; le précipité essoré et séché dans le vide 
pése 1 er. 34. Le liquide filtré, coagulé par chauffage, donne aprés lavage et 
dessiccation un poids de 4 gr. 66 de protéiques. 


Rapport: 1,31 22 14 er 
Gr diSaa aad cee wet 


B. — Macération dans le carbonate de sodium a 0,2 p. 100. 


Volume obtenu : 760 c.c. contenant 0,92 p.100 de protéiques coagulables, 
soit en tout 6 gr. 992 et 0,218 p. 100 d’azote non coagulable. 

Poids du précipité acétique : 1 gr. 54. 

Poids du coagulum : 6 gr. 04. 


Rapport : piled ene le enyi 
app Sy ae komt viron. 
C. — Macération dans le carbonate de sodium a 0,5 p. 100. 


Volume obtenu : 740 c.c. contenant 1,28 p. 100 de protéiques coagulables, 
soit en tout 9 gr. 47 et 0,213 p. 100 d’azote non coagulable. 

Poids du précipité acétique : 1 gr. 57, 

Poids du coagulum : 7 gr. 94. 


environ. 


Rapport : 791 Sarees 

D’une facon générale, on voit que les quantilés relatives des 
deux substances varient peu : cependant, |’élévation du taux 
de l’alcalinité, qui géne de plus en plus l’autolyse de la levure, 
ne parait pas influer beaucoup sur la quantité du précipité 
acétique, tandis qu’elle augmente la teneur en albumine 
coagulable. On pourrait en conclure que la substance précipi- 
table par l’acide acétique n’est pas produite par un processus 
d’autolyse ou de dissolution, mais se trouve déja formée dans 
le contenu cellulaire. Il en est probablement de méme de 
Valbumine coagulable par la chaleur; celle-ci apparait en quan- 
tité d’autant plus élevée que Valcalinilé est plus grande parce 
qu’elle est beaucoup plus attaquable que l’autre protéique, en 
milieu acide, sous l’action de l’endotryptase. Quoi qu’il en soit, 
le rendement est le meilleur lorsque l’extraction est faite avec 
une solution de carbonate de sodium a 0,5 p. 100. 

Les proportions des deux protéiques, dans l’expérience qui 
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précéde, restent voisines de une partie du premier pour quatre 
parties du second. Cependant, elles semblent sujettes & varier 
dans des limites assez étendues. Le rendement en protéique 
précipitable par l’acide acétique est plus élevé lorsque l’on 
opére en plus grand, avee une quantité de levure atteignant 
400 & 800 grammes. II varie aussi avec l’espéce de levure, mais 
sans qu'il soit possible de fixer une limite certaine en raison de 
Vimpossibilité de supprimer complétement l’action de la pro- 
téolyse. 

Dans une expérience faite avec 700 grammes de levure 
Schroder, délayée dans dix parties d’eau alcalinisée avec 
0,50 p. 100 de carbonate de sodium et macérée huit heures a 
35-36°, j'ai obtenu 49 grammes d’albumine coagulable, lavée 
et séchée a 110°, et 20 grammes de précipité acétique purifié 
par dissolution et reprécipitation, lavé et séché dans le vide 
sulfurique. 

D’autre part, j'ai opéré avec la levure pressée du commerce. 
Deux kilogrammes de cette levure (1), exprimés fortement a la 
presse et tamisés, donnent une poudre blanche qui est séchée 
en couche mince a l’étuve 4 38° pendant quarante-six heures. 
On broie finement dans un moulin pour pulvériser les grains 
de couleur jaune brun qui se sont formés. La poudre, dont le 
poids est de 400 grammes, est mise & macérer dans dix parties 
eau contenant 0,5 p. 100 de carbonate de sodium pendant 
sept heures a l’étuve & 35°. On obtient seulement 22,8 d’albu- 
mine et 9,5 de précipité acétique purifié par dissolution et 
reprécipitation comme plus haut. Voici les résultats compa- 
ratifs : 


Levures 
eee 
ScHRODER SPRINGER 
Précipité acétique p. 100 de levure. . . ete) 2,4 
Albumine coagulable 555 354. aus, - 7,0 Bi 
Rapport entre les deux protéiques . ... 1:2,4 AHO 
Rendementstoval. sere ete hada 9,9 8,0 


Je me suis finalement arrété au procédé suivant pour la pré- 
paration de ces protéiques : 


1) Il s’agissait de levure Springer préparée a Maisons-Alfort. 
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La levure préparée selon les données de Lebedew est pulvérisée aussi 
finement que possible par passage dans un moulin & serrage variable, 
analogue a ceux que l’on emploie pour pulvériser les graines dures. La 
poudre est délayée avec soin dans dix parties de solution de carbonate de 
sodium (carbonate sec et pur) a 0,3 p. 100 préalablement chauffée a 37-38°. 
On abandonne huit heures A l’étuve A 35° en agitant assez souvent. La 
masse est alors mélangée et répartie dans des filtres en papier Chardin 
disposés dans une glaciére (entre + 2° et + 5°). Le lendemain les liqueurs 
filtrées sont réunies et précipitées par addition de 1 p. 100 dacide acétique 
cristallisable. On vérifie que la précipitation est tolale et on décante sur un 
fillre — ou on centrifuge si possible — de maniére a séparer le précipilé 
aussi rapidement que possible. Le liquide clair est additionné de 1 p. 100. 
de sel marin et porté rapidement a l’ébullition. 

Le précipilé acétique, lavé rapidement avec un peu d’eau, est dissous 
dans le moins possible de solution de carbonate de sodium a 0,5 p. 100. On 
filtre ou on centrifuge s’il est besoin et la solution est reprécipitée par l’acide 
acétique en quantité exactement nécessaire. On centrifuge, on lave a plu- 
sieurs reprises par centrifugation el on séche dans le vide sulfurique. 
Toutes ces opérations doivent étre faites aussi rapidement que possible. 

Ouant au coagulum obtenu par la chaleur, il est recueilli sur un filtre, 
lavé a leau bouillante & plusieurs reprises, essoré et séché a létuve 
& 105-110. 


DEUXIEME PARTIE 


NATURE DES PROTEIQUES DE LA LEVURE 


Etude du précipité fourni par l’acide acétique. 


Ce corps semble se rapprocher par ses propriétés des nucléo- 
protéines ou plutdt de ces corps désignés improprement comme 
paranucléoproléines et qui pour la plupart rentrent dans le 
groupe des phosphoproléines (1). Je l’ai d’abord purifié par 
plusieurs dissolutions dans l’eau alcaline suivies de précipita- 
tions a l’acide acétique, ces opérations étant faites tres rapide- 
ment grace al’emploi d’une centrifugeuse et au voisinage de 0°. 

Le produit obtenu, aprés dessiccation & 35° dans le vide sul- 
furique, se présente sous forme d’une masse cornée, dure, 
donnant par pulvérisation au mortier une poudre jaune pale. I 
est insoluble dans l’eau, mais se dissout un peu dans une 
solution de sel marin 410 p. 100; cette solution ne se coagule 


(1) Pour la classification des protéiques voir Proceed. of Amer. physiol. 
Society, 20¢ ann. Comm., 1908. 
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pas par chauffage. On peut le dissoudre beaucoup plus facile- 
ment dans les carbonates alcalins et dans les alealis tras 
étendus, ainsi que dans l'eau de chaux. Les acides minéraux 
et Vacide acélique le précipitent de ces solutions. Dans la 
solution alcaline, l'acide phosphorique fait naitre un précipité 
qui se redissout par un léger chauffage et reparait par refroi- 
dissement. 


Dosace pe L’azorE. — Ce dosage a été fait par la méthode 
de Kjeldahl, avec la modification de Maquenne (distillation 
avec lhypophosphite de sodium) sur trois échantillons prove- 
nant de trois préparations différentes et préalablement séchés 
a 110° jusqu’a poids constant. 


I. 0 gr. 4715 de substance exigent 9c.c.9 SO*H*n/5, soit 16,16 p. 100 N. 


Il. 0 gr. 2225 — — 12c.¢.8 — 16,407 — 
Ill. 0 gr. 2690 — == Wo. G55 _ 16,418 + 
Dosacr pu sourre. — Un premier dosage a été fait par fusion 


de Ja substance avec un mélange de une partie de nitrate de 
potassium et neuf parties de carbonate de potassium. On redis- 
sout dans l’acide chlorhydrique et apres filtration on précipite 
par le chlorure de baryum. On pése le sulfate aprés lavage. 


I. 2 gr. 624 de substance donnent 0 gr. 074 BaSO*, soit 0,387 p. 100 S. 


Un second échantillon a été traité par l’acide nitrique bouil- 
lant; aprés dissolution, on neutralise avec du carbonate de 
sodium, on évapore & sec et on chaufle au rouge dans un 
creuset de nickel. On reprend par lacide chlorhydrique et on 
filtre. Le filtre et le charbon restant étant incinérés, on reprend 
par l’'acide chlorhydrique et les liqueurs réunies sont précipi- 
tées par le chlorure de baryum. 


IL 1 gr. 640 de substance donnent 0 gr. 0457 BaSO*, soit 0,382 p. 100 S. 


Dosace pu phospHore. — La substance préalablement séchée 
& 110° et pesée a 6té mélangée intimement avec 0 gr. 20 de 
magnésie calcinée pure et incinérée avec précaulion suivant 
les indications de Vozarik (4). On précipite 4 |’état de phosphate 
ammoniaco-magnésien. 


(1) A. Vozarix. Zettsch. physiol. Chem., 1912, 76, p. 426. 
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I. 0 gr. 6763 de substance donnent 0 gr. 0425 P?07Mg?, soit 1,75 p. 100 P, 
II. 1 gr. 0480 — — 0 gr. 0690 — 1,833 — 
Dosacs pEs cenpres. — Les deux échantillons ayant servi 


aux dosages ci-dessus ont donné, par incinération au four a 
moufle, au voisinage du rouge sombre, des cendres en quantité 
minime. 


4 gr. 28 
II. 4 gr. 454 - - 0 gr. 0037 _— 0,25 — 


Ces cendres sont alcalines, entiérement solubles, et contien - 
nent du phosphate et du sulfate de sodium et de potassium. 

La substance donne les réactions colorées des protéiques 
& des degrés variables. Les réactions du biuret, de Millon, 
xanthoprotéique, sont intenses. La réaction glyoxylique est 
trés nette; celle de Liebermann passe trés rapidement au 
rouge brun foncé et celle de Molisch donne un rouge violet trés 
intense. Enfin la réaction du soufre (par formation du sulfure 
de plomb) est naturellement peu intense. 


* 
* * 


Les propriétés de ce corps phosphoré me semblant devoir le 
rapprocher des substances du groupe de la caséine, je lai 


x 


soumis & une étude comparative avec la caséine et l’ovovi- 
telline. 


J'ai déja indiqué la faible solubilité de cette substance dans 
Peau salée & 10 p. 100 et sa facile dissolution dans l'eau de 
chaux. Il était intéressant de déterminer la concentration en 
ions hydrogéne nécessaire pour produire le début de la préci- 
pitation des trois protéiques & comparer. Dans ce but on a 
ajouté des quantités croissantes d’acide phosphorique & leurs 
solutions sodiques, en présence d’une série convenablement 
choisie d’indicateurs (hélianthine, rouge de méthyle, rouge 
neutre, naphtolphtaléine, phénolphtaléine) '(1). 

Si on appelle c la concentration en ions h¢drogéne, on a 
(Scerensen) : 

c=107 Pt. 


(1) Je suis redevable de cette collection d'indicateurs A mon ami L. Mara 
gaillan, a qui j’'adresse ici mes meilleurs remerciements. 
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(S14 
~) 


L’exposant py, a pour valeur, avec les indicateurs choisis : 


Acide Alcalin 


Hélianthine. .... . ae ae Be hel toe 
Rougerdemmeéthyle so.) ss 4,2 6,3 
LOU SCaMeULLeha mage he tes ahnetan ay! 1.688 8,0 
INaphGolephitalliererans atiem arsine tan dee 8,5 
Phéenol=phtalemeru salen rena & 8,3 952. 


Avec la phosphoprotéine ‘de levure, on peut voir que la pré- 
cipitation n’a pas lieu en milieu falcalin a la phénolphtaléine; 
elle se produit en milieu alcalin & I’hélianthine, alcalin au 
rouge de méthyle mais encore acide au rouge neutre; le point 
de précipitation est donc compris entre pz — 6,3 et px = 6,8. 

Kn opérant de méme avec de la caséine purifiée par plusieurs 
dissolutions et précipitations successives, on trouve que celle-ci 
précipite en milieu encore alcalin & l’hélianthine et acide au 
rouge neutre. La précipitation correspond trés exaclement au 
point neutre du rouge de méthyle, soit entre py = 4,2 et 
pa = 6,3. 

J’ai alors préparé de l’ovovitelline de la maniére suivante : 


Deux jaunes d’ceuf trés frais, dilués avec 40 cent. cubes de solution de 
sel marin 4 10 p. 100, sont épuisés par l’étherja plusieurs reprises, jusqu’a 
ce que ce dissolvant ngextraie plus qu’une trace [infime de corps gras. Le 
liquide salé est siphonné et précipité par 20 volumes d’eau. On filtre, on 
essore et on lave le précipité a l'eau distillée; enfin, on redissout dans le 
plus petit volume possible d’eau salée & 10 “p. 100 et fon recommence la 
précipitation encore une fois. 


La vitelline obtenue, encore une fois dissoute dans l’eau 
salée, est de nouveau reprécipitée. Une pelite quantité de ce 
précipité étant dissoute dans quelques gouttes de soude nor- 
male, on étudie la précipitation par l’acide phosphorique; on 
peut constater qu'elle a lieu en milieu déja acide a la phénol- 
phtaléine, mais encore alcalin & la naphtolphtaléine; soit 
entre. j,——9,3.et p,— 6,5. 

A noter que[la vitelline, trés [peu soluble dans l’eau de 
chaux, se dissout trés facilement dans l’eau salée {a 10 p. 100; 
cetle derniére solution est coagulable par la chaleur, 4 l’inverse 
de ce qui a lieu pour la caséine et la phosphoprotéine {de 
levure. 

Tous les caractéres qui rapprochent cette phosphoprotéine 
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de levure de la caséine du lait rendaient nécessaire une compa- 
raison basée sur l’action des présures soit animales, soit 
végélales. 

J'ai choisi comme présure ahimale une solution d’un com- 
primé de présure Hansen du commerce dans 50 cent. cubes 
d’eau, et comme présure végétale une solution de papayotine 
de Merck & 0 gr. 2 pour 50 cent. cubes. 

Des solutions & 4 p. 100 environ de phosphoprotéine de 
levure et de caséine dans la soude N/10 ont été additionnées 
d’acide phosphorique, la premiére jusqu’’ légére acidité au 
rouge neutre, la seconde jusqu’a neutralité au méme indi- 
cateur. 

On place dans un bain réglé & 45° deux tubes contenant 
10 cent. cubes de chaque solution auxquels on ajoute respecti- 
vement | cent. cube de chacune des solutions de présure. Aprés 
quelques instants, il est facile d’observer une forte augmen- 
tation de la viscosité des liguides. Si on ajoute & chacun 
des mélanges, avant de les placer au bain-marie, une goutte 
de solution de chlorure de calcium, on oblient une coagulation 
assez rapide dans tous les tubes : avec la papayotine, la coagu- 
lation de la phosphoprotéine de levure se produil méme avant 
celle de la caséine; il se forme des grumeaux qui s’agglo- 
mérent peu a peu en une masse solide. 

L’expérience est répétée avec des solutions de caséine, de 
phosphoprotéine de levure et de vitelline dans de leau de 
chaux saturée. Ces solutions sont & 2 ou 3 pour 100 avec les 
deux premiéres ; pour la vitelline, moins soluble, la solution 
est saturée de ce corps. On neutralise au moyen d’acide phos- 
phorique : 

Pour la caséine, jusqu’a virage au rose du rouge neutre 
(Pa = 7,0) ; 

Pour la protéine de levure, jusqu’au début de virage du 
rouge neutre; 

Pour la vitelline, jusqu’au voisinage de la neutralité a la 
naphtolphtaléine, 

On ajoute & 10 cent. cubes des solutions, soit 4 cent. cube 
de présure Hansen, soit 1 cent. cube de papayoline Merck 
(comme plus haut) et on place au bain-marie a 42°; aprés une 
demi-heure on a les résultats'suivants : 
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Présure HANSEN Papayotine 
eee F592 G))s Gas Coagulation. Coagulation nette. 
Protéine de levure. . Coagulat. incomplete. Coagule en grumeaux. 
Ovoyitelline ..- .. Léger précipité. Précipité un peu aggloméré. 


Il est Anoter que l’ovovitelline ne coagule pas avec la pré- 
sure animale; Gerber a montré que le jaune d’wuf coagule 
sous laction de certaines présures végétales (1). 

I] est indubitable que la phosphoprotéine de levure coagule 
en grumeaux sous l’aclion de la présure. C’est vraisemblable- 
ment ce phénoméne qui a été observé dans le suc de levure de 
presse par Geret et Hahn (2) lorsque ce suc est abandonné a 
Pétuve & 37° et qui est décrit dans les termes suivants par 
Hahn : « Déja aprés deux heures il y a une forte coagulation, 
en partie formée de globuline et de nucléine, presque analo- 
gue a Vaction du lab sur le lait, qui se dépose bientdt. Ce 
coagulum se dissout presque totalement dans le chlorure de 
sodium & 10 p. 100 et dans le carbonate de sodium a 10 pour 
100 » (3). 

D’aprés cette description, on ne peut guére douter qu'il ne 
s'agisse de la phosphoprotéine que j’ai isolée. 

Le méme phénoméne a dt intervenir dans l’expérience de 
Wroblewski, lequel, dialysant du suc de levure, a obtenu des 
flocons volumineux, solubles dans le chlorure de sodium a 
10 p. 100, qail croit étre une globubine (4); il est bien pro- 
bable qu'il s’agit d'une coagulation par la présure du suc de 
levure, comme dans |’observation de Geret et Hahn. 


Présure DE LA LevurE. — La présure existe dans la levure, 
comme |’a démontré Boullanger (5) en ensemencant directe- 
ment le lait avec la levure : Ja coagulation est compléte apres 
deux mois seulement, ce qui indique que celte présure diffuse 
trés lentement. Dans le suc de levure, il est difficile de la mettre 
en évidence en faisant agir ce suc sur une solution de phos- 
phoprotéine, car la digestion sous l’action de la tryptase inter- 


Gerper. C. R. Soc. de Biol., 1913, 74, p. 53. 

Gerer et Haun. Ber. deuts. chem. Gesell., 1608, 34, p. 202. 

Die Zymasegéhrung, 2° partie, p. 293. 

Wrostewsst. Loc. cit. 

Bociiancer, Ces Annales, 1897, 41, p. 720. . 
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vient souvent avant que la coagulation apparaisse , on y arrive 
un peu plus commodément en faisant agir le suc de levure sur 
du lait. 

Pour montrer l’existence de la présure, j’ai utilisé compara- 
tivement les trois méthodes suivantes : ite EE 

a) Celle de Morgenroth (1), dans laquelle le liquide étudié 
est laissé en contact avce le lait, & la glaciére, pendant 
vingt-quatre heures, avant d’étre chauffé a 37°; 

5) Celle de Blum et Fuld (2), qui opérent le contact a la tem- 
pérature ordinaire et chauffent ensuite comme le fait Morgen- 
roth; ae 

c) Enfin, le procédé ordinaire, ot le mélange est aneee 
porté a 37°-40° et maintenu & cette température Jusqu a coagu- 
lation. 

Dans aucun cas, les mélanges faits avec 0 c.c. 1, 0c.c. 2, 
0c.c. 5 et 1 cent. cube de suc de levure pour 10 cent. cubes de 
lait n'ont montré de coagulation, méme apres plusieurs heures 
a 37°. Un mélange fait avec 2 cent. cubes de suc pour 10 cent. 
cubes de lait donne aprés quatre heures, par la méthode a 
chaud, un coagulum en grumeaux volumineux, mais sans prise 
en masse; ce mélange ne donne rien par les méthodes a froid. 

{I fallait done employer des proportions élevées de suc de 
levure. 

Avec des doses de 2 & 5 cent. cubes de suc pour 10 cent. 
de lait, j’ai pu obtenir réguliarement la coagulation. Les mé- 
Janges étaient amenés & un égal volume (45 cent. cubes) avec 
de l’eau et placés aussitdt dans un bain-marie réglé & 38° avec 
des tubes témoins. 

Voici les résultats obtenus : 


Doses de suc de levure .. 2.0.c. SuCaGs ACA Ce iene. 
Temps de coagulation... 4h. 15 3 h. 30 2h. 20 1h. 45 


Dans les deux derniers tubes, le liquide devenait tras vis- 
queux avant de se prendre en masse. Les tubes témoins ‘n’ont 
montré aucune tendance a la coagulation. 


(1) Morcenrotn. Centralsl. f. Bakter., 1899, 26, p. 349. Voir aussi Fuup. Bioch. 
Zeitsch., 1907, 4, p. 54, 


(2) Le Buum et E. Fuuo. Berlin. klin. Woch., 1905, no 44. 
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L’existence d'une présure, a la vérité peu active, me semble 


done démontrée dans le suc de levure préparé par le procédé 
de Lebedew. 


Les rapports entre la“caséine, la phosphoprotéine de levure 
et lovovitelline sont résumés dans le tableau suivant : 


‘Phosphoprotéine 
Caséine du lait, de levure Vitelline de l’ceuf 
Solubilité dans l'eau. . Insoluble. Insoluble. Insoluble. 
_ NaCl a 
10p.100 Presqueinsoluble. Peu soluble. Tres soluble. 
_ Teaude 
chaux . Trés soluble. Assez soluble. Trés peu soluble. 
Valeur de py au début 
de la précipitation.. 4,2 — 6,3 6,3 —6,8 8,3 — 8,5 
Coagulation par la pré- 
SUMC AE Rn his auc ce = Complete. Incomplete. Nulle. 


Le produit obtenu par précipitation acétique des macérations 
de levure a donc bien sa place entre la caséine et la vitelline, 
mais plus prés de la premiére. 

Son caractére de protéine phosphorée est encore affirmé par 
Pexpérience suivante : 


On dissout 5 grammes de produit (séché a 37° dans le vide sulfurique) 
dans 500 cent. cubes de soude a 10 p. 100 et on abandonne a l’étuve 4 37°. 
Apres quarante-huit heures, on préléve 100 cent. cubes de liquide dans 
lequel on dose le phosphore minéral. Pour cela, on acidule par l’acide 
acétique et on porte 4 lVébullition. On filtre, on lave le précipité et dans les 
liqueurs réunies, additionnées d’acide citrique, on précipite l’acide phos- 
phorique a la maniére babituelle. 

On obtient 0 gr. 022 de pyrophosphate magnésien correspondant a 
0 gr. 03066 de phosphore pour la totalité du liquide. Comme le produit 
contenait 10,01 p. 100 d’eau, on peut calculer d’aprés sa teneur en phos- 
phore de 1,835 p. 100 que la préparation renfermait en tout 0 gr. 08257 de 
phosphore. Il est donc passé en solution, sous l’action de la soude, et a 
létat minéral, 37,1 p. 100 du phosphore total. 

Apres cing jours, on obtient avec 100 cent. cubes de liquide prélevé un 
poids de 0 gr. 0345 de P?O7Mg?, soit en tout 0 gr. 04808 de phosphore miné- 
ral. L’action de la soude a solubilisé 58,2 p. 100 du phosphore total. 

Aprés neuf jours, 100 cent. cubes de liquide donnent 0 gr. 039 de P?O7Mg?, 
correspondant a 0 gr. 05435 de phosphore pour la totalité de la solution, soit 
une proportion de 65,8 p. 100 du phosphore total solubilisé a ‘état minéral. 


Ce phénoméne de la transformation progressive du phos- 
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phore des phosphoprotéines en phosphore minéral sous l’ac- 
tion de la soude étendue, signalé et étudié par Plimmer et 
Scott (1) pour la caséine et la vitelline, se retrouve done avec 
le produit que j’ai extrait des macérations de levure. 

Je propose de donner a cette protéine phosphorée le nom 
de Zymocaséine (de yn, levain), sous lequel je la désignerai 
désormais (2). . 


Etude du coagulum fourni par chauffage. 


Le liquide dont on a séparé la zymocaséine par l’acide acéti- 
que donne par chauffage un abondant coagulum, blanc, com- 
pact, semblable & l’ovalbumine obtenue par coagulation. 

Ce corps peut étre également obtenu par précipitlation au 
moyen de sulfate d’ammonium, employé & saturation. On 
recueille le précipité par centrifugation et on le lave avee une 
solution saturée de sulfate d’ammonium. On peut le débarras- 
ser dece sel par dialyse dans un sac de collodion. 

C’est une substance blanche, soluble dans l’eau, non préci- 
pilable par Vacide acétique, ni par le sulfate de magnésium 
saturé ou le sulfate d’ammonium a demi-saturation. Elle pré- 
sente done les caractéres des albumines. 

La solution neutre ou légérement acide commence a se trou- 
bler & 39-40° et donne a 41° un coagulum assez léyer, mais 
trés net (3). Si on fillre, on a un liquide limpide qui se trouble 
de nouveau a 49° et coagule en partie a 50°. Apres filtration, 
on a un liquide clair donnant une coagulation trés abondante a 


(1) Puimmer et Scorr. Journ. of the chem. Society, 1908, 93, p. 1699. 

(2) Il peut étre intéressant de rappeler que Schlossberger (doc. cit.), en 
traitant la levure par la potasse étendue, et précipitant la solution obtenué 
par lacide sulfurique, avait préparé un corps vraisemblablement de nature 
protéique, contenant environ 14 p. 100 dazote, quil avait comparé a une 
variélé de caséine. S'agissait-il de zymocaséine plus ou moins altérée? Je 
noserais laffirmer; en tout cas, on pourrait risquer la méme hypothése 
avec plus de vraisemblance au sujet du corps isolé par Béchamp (C. R. Acad. 
des Sciences, 1874, 78, p. 645), des produits de l'autolyse de la levure en pré- 
sence de phénol : cetle substance, dit-il « est bien différente de Valbumine 
des ceufs; c’est dela caséine qu’elle se rapproche le plus; comme celle-ci, 
elle se dissout aisément dans le carbonate de sodium aprés sa coagulation, 
ce que ne fait pas l'albumine coagulée; elle est précipitée de cette solution 
par lacide acétique ». 

(3) Ce fait a été d'abord signalé par E. Buchner, qui a constaté que le suc 
de levure se coagule déja a 40 (Die Zymasegahrung, p. 292) 
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partir de 55° jusqu’é 58°. Le liquide donne encore un léger 
coagulum 4 61°, puis reste limpide jusqu’s 68°; on a enfin une 
légére coagulation de 68° & 70°. Il ne se produit plus de trou- 
ble ensuite jusqu’a 98°. Pratiquement, si on ne procéde pas 
par fractionnement, la coagulation parait se poursuivre de 40° 
& 70°. 

En étudiant le suc de levure de presse, Wroblewski (1) avait 
déja signalé ces coagulations successives. Il les attribuait & une 
série de protéines distinctes, coagulant chacune pour son 
compte, & 41°, 54°, 56°, 59°, 62° et 68°. La premiere, d’apres 
lui, pouvait étre coagulée et séparée par agitation avec de 
éther dés la température de 35° ou étre précipitée par l’acide 
acélique. I] ne m’a pas élé possible de vérifier cette derniére 
assertion : la précipitation acétique du suc de levure sépare en 
effet la zymocaséine, qui n’est pas coagulable par la chaleur ; 
Valbumine restante commence a coaguler dés 41° si on a opéré 
assez vite pour éviler l’autolyse, ou si, comme je lai fait, on 
procéde & toute la série des opérations dans une piece dont la 
température reste comprise entre 2° et 3°. Ainsi que l’a remar- 
qué Wroblewski, l’action de l’endotryptase a pour effet de sup- 
primer les coagulations successives en élevant en quelque sorte 
la température de coagulation. Dans les idées de cet auteur, le 
ferment digestif attaquerait d’abord la protéine coagulant a 
4A°, puis celle qui coagule 4 51° et ainsi de suite. 

Il ne me parait pas possible d’admettre cette maniére de 
voir ni cette multiplicité de protéines qui seraient caractéri- 
sées seulement par leurs températures de coagulation. Ainsi 
que je l’'ai déja indiqué, je n’ai pu obtenir de globuline par pré- 
cipitation du suc de levure au moyen du sulfate d’ammonium 
a demi-saturation, mais seulement la méme substance que par 
la précipitation acétique, c’est-a-dire la zymocaséine ; or, d’aprés 
Wroblewski, la protéine coagulant a 41° est précipitée par 
lacide acélique, tandis qu'elle ne lest pas avec une concentra- 
tion de sulfate d’ammonium correspondant aux 2/3 de la satu- 
ration. Hy a J& une contradiction qui s’explique peut-étre par 
Vintervention, dans les expériences de Wroblewski, des fer- 
ments autolytiques si actifs du suc de levure. 


(1) Wrostewski. Loe. cil. 
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Quant aux coagulations successives de l’albumine de levure, 
elles peuvent, & mon avis, étre dues simplement & des diffé- 
rences d'état physique ou, sil’on veut, de grosseur micellaire. 
L’endotryptase fait disparaitre d’abord les points de coagula- 
tion les plus bas, parce qu'elle commence par modifier |’état 
des particules d’albumine avant de procéder 4 des ruptures 
profondes de l’édifice moléculaire. Cette modification se tradui- 
rait done par une élévation du point de coagulation. Il n'y a 
rien de surprenant, étant données les conditions dans lesquelles 
est obtenue cette albumine de levure, qu'elle renferme tou- 
jours un mélange de particules a divers états d’agrégation ; les 
diastases cellulaires, en effet, agissent sur elle & partir du 
moment ot la cellule rompue est mise en contact avec l’eau de 
la macération (1). 

Nous connaissons d’ailleurs un cas assez analogue : la leu- 
cosine du blé, qui est également une albumine, donne des 
solutions qui se troublent entre 48° et 50° et laissent séparer 
un coagulum a 52°. Le liquide chauffé jusqu’é 65° montre une 
nouvelle coagulation avec précipité se séparant 4 73° jusqu’a la 
température de 82° (2). 

Il est intéressant de rapprocher des données qui viennent 
d’étre signalées les fails relatifs & la température mortelle de 
la levure. Les déterminations de E. Kayser (3) dont la préci- 
sion est indiscutable, montrent que cette température mortelle. 
pour les levures 4 l'état humide, est d’environ 55°, certaines 
levures périssant entre 50° et 55°, d’autres seulement a 65°. 
D’autre part, la fermentation cesse & peu prés de se produire a 
partir de 40°; en élevant lentement Ja température, on peut 
cependant l’observer encore, quoique faiblement jusqu’a 45°. | 

La fermentation cesse donc lorsque la coagulation des albu- 
mines du protoplasma commence; mais la mort n’arrive que si 
la température séléve jusqu’a 55°, sans doute parce que la 


(1) Je signalerai, a propos des températures de coagulation, que Henry 
et Auld, avec le suc de presse, ont obtenu des températures différentes de 
celles de Wroblewski : pour eux, la coagulation commence seulement a 48°. 
puis a lieu a 55°, 58° et 66° (Proc. Royal Society, 1905, 76, série B, p. 568). En 
opérant avec le suc de macération de Lebedew, j’ai obtenu la méme série 
de températures que Wroblewski. 

(2) Osporne, The vegetable Proteins, London, 1916, p. 45. 

(3) E. Kayser. Ces Annales, 1889, 3, p. 513. 
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coagulation n’est définitive qu’’ partir de ce point : en dessous 
de cette température, la cellule est encore capable de modifier 
état dagrégation de ses protéines, créé artificiellement par le 
chauffage, pour le ramener au point qui lui convient. 


Passons maintenant a I’étude de la composition élémentaire 
de la protéine coagulable. 


DosaceE DE L’azote. — Il a été fait comme précédemment par 
la méthode de Kjeldahl. 


I. 0 gr. 203 de substance exigent 12c.c.0 SO‘H? n/5, soit 16,39 p.10 N. 
Il. 0 gr. 189 — — iic.c.0 —_ 46,29 _ 


Dosace pu sourre. — La substance est traitée par l’acide 
nitrique bouillant, la masse neutralisée par le carbonate de 
sodium, etc., comme plus haut. 


I. 4 gr. 0065 de substance donnent 0 gr. 069 BaSO#, soit 0,94 p. 100 S. 
II. 4 gr. 205 = == oe 0 oh O18 Ss OeShene ca 


DosacE pu pHospHorE. — Un poids de 0 gr. 4155 de sub- 
stance, fondu avec un mélange de carbonate et de nitrate alca- 
lins, a donné par précipitation un dépdt a peine sensible de 
phosphate ammoniaco-magnésien impossible & peser. . 

Un second échantillon, pesant 2 gr. 470, est traité par 
Vacide nitrique bouillant; aprés neutralisation par le carbo- 
nate de sodium, on évapore, on chauffe au rouge, on reprend 
par l'acide nitrique étendu et on filtre. Le charbon étant 
détruit et les liqueurs réunies évaporées & environ 100 cent. 
cubes, on ajoute 60 cent. cubes de solution de nitrate d’ammo- 
nium & 34 p. 100 et 6 cent. cubes d’acide nitrique pur. On 
chauffe et on précipite par 200 cent. cubes de molybdate 
d’ammonium & 3 p. 100. Le précipité jaune recueilli et lavé 
est dissous dans un excés d’ammoniaque; on neutralise par 
‘acide chlorhydrique, on ajoute 1 gramme d’acide citrique et 
5 cent. cubes de solution de chlorure de magnésium & 10 p. 100 
puis un exces d’ammoniaque. Le liquide ne se trouble quaprés 
un certain temps d’agitation. Aprés 24 heures, le précipité est 

5 
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recueilli et donne 0 gr. 0061 de pyrophosphate de magnésium 
correspondant & 0,069 p. 100 de phosphore. 

Cette quantité reste trés minime et la teneur certainement 
plus faible encore du premier échantillon analysé laisse suppo- 
ser que le phosphore ne s’y trouve que d’une facon acciden- 
telle; sa présence ne doit étre attribuée qu’aux difficultés 
d'une purification compléte du produit soumis & l’analyse. 


Dosacr pes cenpres. — Le produit a été incinéré au four a 
moufle & une température voisine du rouge naissant. 


I. 1 gr.9455 de substance donnent 0 gr. 0070 de cendres, soit 0,55 p. 100 
i der. 3880 _~ — Ogr. 0041 _ 0,29 — 


Les cendres sont alcalines et contiennent des carbonates 
alcalins. | 

L’albumine de leyure donne les réactions de précipitation 
des protéiques, en particulier avec les réactifs alcaloidiques 
et les acides minéraux, y compris l’acide métaphosphorique. 
Ce dernier parait donner une combinaison définie contenant 
prés de 3 p. 100 de phosphore, analogue aux combinaisons 
du méme genre étudiées par E. Fuld (1). 

Cette proléine donne également les réactions colorées 
usuelles : biuret, Millon, xanthoprotéique, avec intensité. La 
réaction glyoxylique est parliculicrement intense. Celle de 
Liebermann se produit facilement en rouge violacé et celle de 
Molisch en rouge brun. Enfin, la réaction du soufre est nette- 
ment positive. 

I] s’agit done bien d’une substance du groupe des albumines. 
Sa présence en quantité importante dans la levure présente 
un grand intérét. Par analogie avec les appellations utilisées 
actuellement pour les protéines végétales, je propose de dési- 
gner ce corps sous le nom de cérévisine (de Sacch. cerevisize, 
nom donned a la levure de biére par Meyen et Reess). 


Origine des protéiques de la levure. 


Avant de continuer I’étude de ces protéiques, il est nécessaire 
de savoir d’ot ils proviennent et s’ils peuvent étre regardés 


(1) E. Fup. Beitr. z, chem. Physiol. u. Pathol., 1902, 2, p. 155. 
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comme des constituants normaux du protoplasma de la levure. 
En effet, ces substances sont extraites dans des conditions qui 
les exposent & étre altérées par l'action des ferments autolyti- 
ques et en particulier de l’endotryptase. 

Examinons point par point la méthode de préparation. La 
levure est d’abord lavée et elle perd dans ces conditions une 
partie de ses matériaux azolés solubles, comme en témoigne la 
diminution bien connue de sa teneur en azote total. Mais ce 
processus ne va pas jusqu’a |’épuisement complet, jusqu’a la 
mort de la cellule, qui reste parfaitement capable de vivre et 
de se reproduire apres ce lavage: son protoplasma, dans ses 
constituants essentiels, n’est donc pas altéré. Le séchage, qui 
suit le lavage et l’expression 4 la presse, agit beaucoup plus 
énergiquement sur la levure. En effet, apres dessiccation dans 
les condilions indiquées par Lebedew, on trouve un grand 
nombre de cellules dont l’enveloppe s'est rompue, comme l’ont 
constaté Beijerinck et van Hest (1). La macération qui inter- 
vient ensuite n’augmente pas le nombre de ces cellules ouvertes, 
d’apres les mémes auteurs; mais cette macération a pour effet 
de mélanger 4 l'eau le protoplasma ainsi mis en contact avec 
je dissolvant. Dans ces conditions, on pouvait penser que les 
processus autolytiques, se produisant avec énergie, viennent 
simplifier, solubiliser les constituants protoplasmiques, de 
sorte que les protéiques présents dans la macération et que 
j'ai isolés ne seraient que des produits d’autolyse et n’auraient 
aucune existence réelle dans la cellule. 

La méthode de Lebedew pour |’extraction d’un sue de levure 
riche 4 la fois en protéiques et en zymase présente l’avantage 
d’une simplicité et d’une commodité remarquables, en méme 
temps qu'elle nécessite seulement un matériel d’usage courant 
et peu cotiteux. Différe-t-elle profondément, quant & ses résul- 
tats, de celle de Buchner-Hahn? Il ne le semble pas si on se 
reporte au travail cité plus haut de Beijerinck et van Hest. 
D’aprés ces auteurs, la levure préparée selon la méthode de 
Lebedew, c’est a dire lavée et séchée, renferme un grand nom- 
bre de cellules déchirées et l’activité du suc obtenu est propor- 
lionnelle au nombre de cellules dont la paroi est rompue, 


(1) Beverinck et van Hest. Folia microbiologica, 1916, 4, p. 107. 
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comme dans la méthode de Buchner-Hahn. Par conséquent, 
dans les deux cas, il s'agit de produire la rupture de la paroi 
cellulaire : Lebedew extrait ensuite le sue par macération 
aqueuse, tandis que Buchner et Hahn emploient l’expression. 
Les sucs de levure obtenus par les deux méthodes sont compa- 
rables et les résultats trouvés pour lun valent pour l’autre. 
Or, Geret et Hahn (1) font remarquer que l’autolyse n’agit 
presque pas sur le suc concentré et que celui-ci ne se modifie 
presque plus s’il est évaporé dans le vide au tiers de son volume. 
D’autre part, lendotryptase est fortement génée par la neutra- 
lisalion du liquide et n’agit plus en milieu alcalin. 

Dans les macérations en milieu alcalinisé par le carbonate 
de sodium, telles que je les ai employées, il ne peut done 
euére se produire d’attaque des protéiques présents dans la 
cellule. Hl est par suite extrémement probable que la zymoca- 
séine est une phosphoprotéine existant dans le protoplasma et 
non un produit d’altération. 

Lorsque ce corps a été précipité par l’acide acétique, l’endo- 
tryptase se trouve dans des conditions trés favorables pour agir 
sur l’albumine restée en solution; aussi convient-il, comme je 
Vai indiqué, d’opérer rapidement et de porter aussit6t a l’ébul- 
lition pour détruire la diastase protéolytique et coaguler la 
cérévisine. On peut en somme, jusqu’a preuve du contraire, 
admettre également que cette derniére existe dans la cellule 
de levure. 

Néanmoins, me rappelant que Buchner a tenté de préparer 
le suc de levure par congélation de celle-ci avec la neige car- 
bonique et broyage au mortier, j’ai essayé d’obtenir par ce 
procédé un suc riche en protéiques. Dans ce but, j’ai utilisé 
Vair liquide (2). 

On introduisait dans un grand mortier 100 grammes de levure pressée du 
commerce de préparation récente ; l’introduction avait lieu par portions assez 
petites, qui étaient aussitot congelées avec de lair liquide et triturées 
énergiquement. On continuait de faire arriver l’air liquide, par toutes petites 


fractions, la trituration étant poursuivie pendant vingt minutes. La poudre 
obtenue étail abandonnée 4 un réchauffement progressif; lorsqu’elle com- 


(1) Gener et Hann. Ber. der deutsch. chem. Gesell., 1898, 31, p. 2335. 

(2) Bucuner avait d’abord employé lair liquide; il y a renoncé par la suite, 
léyaporation de ce liquide pouvant laisser un résidu d’oxygene avec lequel 
des explosions sont possibles (Die Zymasegahrung, p. 67). 
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mencait a devenir pateuse, on la délayait dans 20 cent. cubes d'eau refroidie 
a 1-20, el on essorait vivement dans un entonnoir de Buchner bien refroidi 
garni d'un disque de papier Chardin, le liquide étant recueilli dans un vase 
entouré de glace pilée. Aprés environ quarante minutes, on a recueilli 
30 cent. cubes d’un liquide jaune clair, visqueux, opalescent, qui coagule en 
masse par chauffage a l’ébullition. 


Ce liquide précipite par addition ménagée d’acide acétique; 
le précipité recueilli en quelques minutes par la centrifugation 
présente tous les caractéres de la zymocaséine. D’autre part, 
deux portions du liquide obtenu, additionnées, l'une de pré- 
sure, l'autre de papayoline, dans les conditions de l’expérience 
déja rapportée, donnent un coagulum abondant aprés deux 
heures de séjour & 38°, 

Le liquide clair obtenu aprés centrifugation du précipité 
acétique commence a se troubler dés qu’on le chauffe & 39-40°; 
a 44°, il se forme un précipilé trés apparent. Apres filtration, 
le liquide coagule de nouveau & 50°. Chauffé & I’ébullition, il 
donne un coagulum abondant identique & l’albumine de levure 
ou cérévisine isolée des macérations. 

Comme on le voit, la zymocaséine et la cérévisine existent 
dans le suc de levure préparé par congélation et mis & l’abri 
des transformations autolytiques; on est donc en droit d’admet- 
tre que ces substances préexistent dans la levure vivante. 

Est-il possible de préciser davantage et d’attribuer & chacune 
de ces substances une signification physiologique déterminée ? 
Pour la cérévisine, il est bien probable que cette albumine 
représente un constituant important du protoplasma propre- 
ment dit des cellules de levure. Quant a la zymocaséine, est- 
elle aussi un constituant normal du protoplasma ou s'agit-il 
‘dune substance de réserve pouvant disparaitre ou augmenter 
suivant les conditions de la nutrition? 

D’aprés les idées de Pfeffer, on pourrait admettre la premiére 
hypothése. Pour ce physiologiste, en effet, « les corps plastiques 
qui semblent jouer, en général, un role prépondérant dans la 
constitution du cytoplaste doivent étre regardés comme des 
nucléines pauyres en acide phosphorique (1). Il nous faut 
évidemment rectifier cette derniére assertion : les corps dont il 
s'agit sont des phosphoprotéines, comme ces substances 


(1) W. Prgrrer. Physiologie végétale, trad. Friedel, 1905, 4, p, 56. 
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signalées par divers auteurs et rangées par eux a colé de la 
vitelline (ainsi par exemple, Reinke (1), dans son analyse du 
plasmode d’Aethalium septicum, y indique la présence de 5 p. 100 
de vitelline). 

La zymocaséine peut aussi n’étre qu'un produit de réserve 
accumulé par la cellule. On sait que la levure renferme des 
inclusions ou corpuscules métachromatiques analogues a ceux 
qui ont été trouvés par Babes (2) dans le bacille diphtérique et 
aussi aux grains rouges de Butschli. Guilliermond, quia surtout 
attiré l’attention sur les corpuscules métachromatiques de la 
levure (3), les regarde comme des substances de réserve. Je me 
suis demandé si la zymocaséine ne provenait pas de ces inclu- 
sions. Leur nature chimique ne parait pas en effet bien déter- 
minée : dans son travail de 1902, Guilliermond incline & penser 
qu'il ne s’agil pas de protéiques, parce que le réactif de Millon 
ne les ore pas. Plus tard, il est cependant amené 4 affirmer 
leur nature de corps azotés (4), se basant sur les travaux de 
A. Meyer (5) et de Kohl (6). Ces auteurs les considérent comme 
des dérivés de l’acide nucléique, mais comme le fait avec juste 
raison remarquer Guilliermond, ce n'est la qu'une simple hypo- 
thése qui attend une démonstration formelle. 

Le caractére le plus net des corpuscules métachromatiques 
est de donner aprés fixation une coloration élective avec le bleu 
de méthyléne et le bleu de toluidine ; la teinte obtenue yarie du 
rouge au violet. Avec l’hématoxyline ou l’hématéine, ils donnent 
une coloration d’un rouge vineux. 

Ils se colorent par la fuchsine de Ziehl et la coloration ne 
disparait pas sous l’action de l’acide sulfurique 41 p. 100; ce 
méme réactif n’a pas non plus d’action sur la coloration donnée 
par le bleu de méthyléne (7). 

J’ai essayé de reproduire ces colorations sur la zymocaséine, 
étalée en couche mince sur Jame et fixée au formol. Dans ces 


(1) Reine. Unters. a. d. bot. Laborat. in Gettingen, 1881, 2, p. 34. 
(2) Barns. Zeitsch. f. Hygiene, 1888, 5; 1895, 20, p. 412. 

(3) GumLtLieRmonp, Thése de Paris et Lyon, 1902, 

(4) GurttigrMonn. Les levwres (Ene. scientif.), Paris, 1912, p. 76. 
(5) A. Meyer. Botan. Zeitung, 1904, 62, p. 143. 

(6) Koni. Die Hefepilze, Leipzig, 1908. 

(7) 


7) Guittiermonp et Mawas. C. R. Soc. de Biol., 64, p, 307; GutturerMonp et 
pnts Ibid., 1908, p. 482. 
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conditions, le bleu de méthyléne donne une teinte bleue, a peine 
mélangée de violet; le bleu de toluidine, du violet bleu, sans 
lendance marquée vers lerouge. Comme colorant hématoxylique, 
jai employé Vhémalun acide d’Ehbrlich, qui m’a donné une 
teinte rouge vineux en milieu acide, virant au violet rougedtre 
par passage dans l’ean calcaire. 

La fuchsine de Zieh! colore intensément en rouge, et la teinte 
ne disparait pas par Vacide sulfurique & 1 p. 100. Ce dernier 
atténue la couleur bleue produite par le bleu de méthylene, 
mais sans la faire disparaitre. 

Il est évidemment impossible de tirer une conclusion ferme 
de ces résultats, mais il faut bien remarquer qu’ils n’excluent 
pas l’hypothése émise. La question appelle de nouvelles recher- 
ches. A noter que la cérévisine, soumise comparativement aux 
mémes essais de coloration, se comporte comme une substance 
protoplasmique ; elle prend avec les bleus une trés légére 
teinte bleutée, et ne se colore pas avec ’hémalun. La zymoca- 
séine, au contraire, absorbe énergiquement les colorants dits 
basiques. 


Autres essais de séparation des protéiques de la levure. 


Schroeder a indiqué que la levure plasmolysée par 1’éther 
donne un suc assez riche en protéiques. J'ai essayé de préparer 
par ce procédé les protéiques de levure. Dans ce but, 100 grammes 
de levure pressée ont été arrosés avec 10 cent. cubes d’éther pur 
et délayés dans une éprouvette & pied. La liquéfaction est trés 
rapide. On abandonne pendant vingt-quatre heures a la tempé- 
rature ordinaire, puis on laisse quarante-huit heures a la gla- 
ciére en présence de 800 cent. cubes d’eau thymolée. Le liquide 
filtré ne donne aucune coagulation par chaullage. 

L’expérience est recommencée, mais apres vingt-quatre heures 
ala température ordinaire on ajoute 500 cent. cubes d'eau thy- 
molée, on laisse & la glaciére jusqu’au lendemain, on décante et 
on filtre. Le liquide filtré, coloré en jaune pale, donne un pré- 
cipité par l’acide acélique; apres séparation de ce précipité, on 
obtient par chauffage un coagulum assez faible. 

Les produits isolés sont identiques 4 la zymocaséine et a la 
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cérévisine, mais les rendements sont de beaucoup inférieurs a 
ceux que j’ai indiqués plus haut (1). 

Van Laer a signalé depuis longtemps la liquéfaction de la 
levure en présence de sel marin (2). J’ai essayé des mélanges 
de levure pressée avec du chlorure de sodium en poudre fine, 
dans la proportion de 2,5 p. 100, 1,5 p. 100 et 1 p. 100; la liqué- 
faction est rapide et le mélange mousse abondamment par suite 
de la fermentation du glycogéne. Apres liquéfaction totale, on 
ajoute de l'eau et on laisse macérer pendant vingt-quatre heures, 
puis on filtre. Le liquide ne donne pas de coagulation par 
chauffage. 

L’autolyse est done assez rapide dans ces conditions pour 
détruire les protéiques qui pourraient passer en solution. J’ai 
songé a utiliser les propriétés antiprotéolytiques dela résorcine, 
signalées par Palladin (3) et, pour cela, j’ai liquéfié 100 grammes 
de levure pressée au moyen de 5 grammes de chlorure de sodium 
pulvérisé mélangé avec 2 grammes de résorcine. La liquéfaction 
se produit aussitét. Apres séjour de vingt-quatre heures 4 la 
glaciére, la masse est délayée dans 500 cent. cubes d’eau; on 
laisse déposer, on filtre. Le liquide clair ne se trouble ni par 
addition d’acide acélique, ni par chauffage & l’ébullition. 

Une série d’expériences analogues, qu'il est inutile de rap- 
porter en détail, dans lesquelles les conditions de durée, de 
concentration et de température ont été variées, n’a également 
donné aucun résultat. 

J’ai alors essayé d’utiliser le pouvoir dissolvant de lurée pour 
amener le passage des protéiques & travers la membrane de la 
levure. Des mélanges de 20 grammes de levure pressée avec 
50 cent. cubes de solutions d’urée respectivement a 1 p. 100, 
5p. 100 et 10 p. 100 ont été préparés et abandonnés pendant 
quinze heures 4 la température ordinaire (47°). Par filtration, on 
obtient un liquide clair, devenant louche par chauffage & |’ ébul- 
lition ; ce louche s’accentue par addition de quelques gouttes 
d’acide trichloracétique. 


(1) Je ferai observer que Schroeder n’a pas cherché a séparer les sub- 
stances contenues dans la macération qu’il obtient ; il utilise uniquement le 
produit global. 

(2) Van Lagr. Chem. Centralbl., 1901, 1, p. 352. 

(3) Patuapin. Bioch, Zeitsch., 1912, 44, p. 318. 
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L'expérience est recommencée avec les mémes quantités 
durée, mais les macérations sont placées & l’étuve & 35° pendant 
seize heures. Le liquide obtenu par filtration du mélange 
contenant 1 p. 100 durée précipite légérement par ébullition. 
Comme on le voit, les résultats sont assez peu encourageants ; 
la quantité d’urée nécessaire rendrait au surplus le procédé 
cotiteux et inapplicable. 

J’ajouterai que si on mélange directement de la levure pressée 
avec 1 p. 100 de son poids d’urée pulvérisée, il y a liquéfaction 
trés rapide. Au bout d'une heure, la masse additionnée d’eau 
et filtrée donne un liquide opalescent qui ne fournit aucun pré- 
cipilé, ni par lacide acétique, ni par chauffage. 

Il est vraisemblable que dans toutes ces expériences de plas- 
molyse les protéiques restent dans l’intérieur de la cellule; il 
passe seulement 4 l’extérieur des composés azolés plus simples, 
résultant peut-étre d'une exagération des processus autolytiques 
a Vintérieur de lamembrane. Ces composés azotés appartiennent 
presque tous au groupe des acides aminés, soit mono-aminés, 
soit diaminés. 


TROISIEME PARTIE 


ETUDE DES PRODUITS D’HYDROLYSE DE LA ZYMOCASEINE 
ET DE LA CEREVISINE 


Les seules données qu’il soit possible de se prucurer sur la 
constitution des protéiques extrails de la levure nous seront 
fournies par l'hydrolyse de ces produits. J'ai eu recours d’abord 
a Vhydrolyse acide. . 


 Répartition de l'azote. 


Pour étudier en premier lieu la rénartition de l’azote dans la 
molécule, j’ai utilisé la méthode décrite par Hausmann (t). 
Elle consiste, en principe, & hydrolyser le protéique en expé- 
rience par ébullition avec un acide, neutraliser, doser Vammo- 


(1) Hausmann. Zeitsch. physiol. Chem., 1899, 27, p. 95; 1900, 29, 136. 
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niaque formée, puis séparer les acides aminés en deux groupes 
au moyen de l’acide phosphotungstique. 

Voici le mode opératoire suivi, qui correspond a peu pres 
a celui indiqué par Osborne et Harris (1) : 


On prend environ 1 gramme de substance, préalablement séchée jusqu’a 
poids constant et pesée exactement et on fait bouillir pendant huit heures 
au réfrigérant ascendant avec 20 cent. cubes d’acide chlorhydrique con- 
centré. Le liquide évaporé au bain-marie au tiers de son volume est neutra- 
lisé au moyen de magnésie pure calcinée ; on ajoute un exces de magnésic 
et on distille, afin de déplacer ’lammoniaque qui est titrée au fur et a 
mesure de son dégagement. 

Le résidu, additionné d’acide chlorhydrique jusquwa réaction acide, est 
concentré au bain-marie; on sépare par filtration les substances humiques 
insolubles dans lesquelles on dose l’azote par la méthode de Kjeldahl, et le 
liquide filtré, amené au volume de 100 cent. cubes, est additionné de 5 cent. 
cubes d'acide sulfurique, puis précipité par un léger exces d’une solution 
d’acide phosphotungstique A 10 p. 100 dans l’acide sulfurique a 5 p. 100. 
Apres yingt-quatre heures, on filtre, on lave avec une solution sulfurique 
étendue d’acide phosphotungstique, et on dose dans le précipité azote 
basique, attribuable surtout aux acides diaminés. Un dosage fait dans le 
liquide résiduel donne l’azote des acides mono-aminés et permet le controle 
de l’opération entiére. 


L’opération faite dans ces conditions donne des résuliats assez 
comparables ainsi qu il est facile de s’en rendre comple en 
pratiquant deux déterminations successives. 


1° Zymocastins. — On utilise deux échantillons séchés dans 
le vide sulfurique, pulvérisés et rendus bien homogénes. On 
séche environ 2 grammes de chacun & 110° et on péese deux frac- 
tions I et If. Ona les résultats suivants : 


I Il 

er. gr. 
POS deesubstance neta se a etiie mane enema 0,958 0,943 
Trouvé azote ammoniacal........... 0,01064 0,0405 
Correspondant en p.@00%% «. 20. URE 1,14 atl 
Trouvé azote des substances humiques. . . . 0, 00623 0 ,00392 
Correspondant.en’ p.l00sa ... . 2 1. rier y ORG 0,44 
Trouyé azote du précipité phosphotungstique. 0, 0413 0 ,0396 
Sort 6p ‘azove diamine. 100). 4 a. lene ae oe 4,20 
Trouvé azote du liquide résiduel. ...... 0,0935 0,0947 
Soit en azote mono-aminé p.100....... 9,76 Oiale 


(1) Ossorne et Harats. Journ. of amer. Chem. Society, 1903, 25, p. 323. 
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I] est intéressant de grouper ces chiffres en un tableau en 
les rapprochant de ceux qui ont été obtenus par Osborne pour 
la caséine (1), 4 Vaide d’une méthode analogue : 


\ 


eS SE SS 


ZYMOCASFINE ZYMOCASEINE CASEINE 
I II DU LAIT 
ae a a a 
iS) 3 Co) x Ors 
Oa ey & So 8 a8 oy x 2 
os S° oa & So eo s oo 
=a vias =u 78 Sa we 
pares” AR eS Pe TRS Raa) (SROs AR ey) 8 hs 
n n n 
Azote ammoniacal .... . 4,14 Oe OOnne deal 6, So Aol 20;30 
— Munger ta aos <)[p 10.65 4,02] 0,41 2,54 0,24 4,30 
— diaminé ou basique .| 4,31 | 26,67] 4,20 | 26,07 | 3,49 | 22,40 
— mono-aminé . -. 9,76 | 60,39 | 9.72 | 60,33 | 10,31-} 66,00 
— total déterminé. .-. . | 15,83 | 97,94 | 15,44 | 95,83 4 15,62 |100,00 
AND NET OSs 6 Wee spare mace 16,16 100,00 | 16541 1100,00 


Comme on le voit, la différence porte surtout sur l’ammonia- 
que, qui est produite en plus grande quantité dans I’hydrolyse 
de ta caséine du lait. Néanmoins, il y a une concordance assez 
satisfaisante : tout au plus peut-on remarquer que la caséine | 
du lait fournit un peu moins d’azote basique que celle de la 
levure. 


2° Cerevistnse. — Les échantillons employés provenaient de 
coagulums obtenus 4 l’ébullition, séchés 4 110° et pulvérisés 
finement. On les débarrasse des matidres étrangéres solubles 
par épuisements répétés a l’eau bouillante. Aprés dessiccation 
& 110°, on pese deux fractions qui sont soumises a l’hydrolyse. 
Ona: 


I II 

gr. gr. 
POEStGe BUDStANCE = see Se ee ss oe 1,064 45305 
Trouvé azote ammoniacal........ .. 6 0,04022 0,04456 
Correspondanten p. 100 a... 2c 4 5 0,96 0,95 
Trouyé azote des substances humiques. . .. 0,00294 0,00392 
Corresponduntren pail) a, 2 sats ah.) 0,276 0,256 


(1) Ossorne. The vegetable Proteins, London, 1916, p. 57. 
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J I] 
Trouvé azote du précipité phospholungstique.  0,0412 0, 0598 
Soit en: azoteldiamineip M00 ae 3,86 3594 
Trouvévazote du liquide restant <2.) © © 0.1162 0,1694 
Soil en azote mono-amMIneey ss. ns eee Fit 10,90 41,05 
| 


En calculant ces résultats en p. 100 de l’azote total, je les | 
mettrai en regard de ceux qui ont été trouvés par Osborne 
(/oc. cit.) pour une albumine végétale, la léguméline des pois : 


CEREVISINE CEREVISINE LEGUMELINE 
DE POIS 


substance 
p. 100 
d’azote 

substance 
p- 100 
d’azote 

substance 


Azote ammoniacal 0,96 SOON O 98 33570) 


humique 0,276|) 41,69} 0,256) 1596 
diaminé ou basique. | 3,86 | 23,69 | 3,91 | 23,78 
mono-aminé 10,92 | 67,03 | 11,05 | 67,42 | 11,33 
total déterminé . . . | 16,016] 98,30 | 16,166] 98,50 | 16,20 


Au lieu de 16,29 |100,00 | 16,39 |100,90 


La concordance est trés remarquable, bien qu’il s’agisse de 
deux substances d’origine aussi différente : elles appartiennent 
toutes deux au groupe encore trés restreint des albumines végé- 
tales typiques, solubles dans l’eau et coagulables par la chaleur. 


Nature de l'azote basique. 


Les deux substances étudiées contiennent une quantité assez 
élevée d’azote sous forme d’azote basique et il m’a paru inté- 
ressant d’en étudier la nature de plus prés. Nous possédons, en 
effet, dans la méthode décrite en 1900 par Kossel et Kutscher (4) 
et devenue classique un procédé qui dépasse de beaucoup, au 
point de vue de la précision des résultats, la méthode de 


(1) Kosset et Kurscazr. Zeitsch. physiol. Chem., 1900, 3A, p. 165. 
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KE. Fischer pour la séparation et le dosage des acides mono- 
aminés (1). En d’autres termes, il apparait comme plus facile 
de caractériser les deux nouveaux protéiques par la détermina- 
tion des quantités d’arginine, d’histidine et de lysine qu’ils 
fournissent a l’hydrolyse que par celle des acides aminés 
obtenue au moyen de la distillation fractionnée de leurs éthers. 

La recherche a été faite en suivant exactement les données 
du mémoire de Kossel et Kutscher : hydrolyse sulfuriqne, pré- 
cipitation par la baryte, enlévement de l’histidine et de l’argi- 
nine a l’état de combinaisons argentiques et de la lysine sous 
forme de phosphotungstate que l’on transforme ultérieurement 
en picrate. Pour laséparation de histidine et de l’arginine, j’ai 
utilisé la modification de Kossel et Pringle (2) qui repose sur 
’emploi du carbonate de baryum. 


1° HyproLyse oe La zymocaséine. — L’opération a porté sur 
60 grammes de produit séché dans le vide a 37°, qui correspon- 
daient 4 54 grammes de substance séchée & 110° jusqu’a poids 
constant. L’hydrolyse a été obtenue par chauffage de huit 
heures avec un mélange de 180 grammes d’acide sulfurique 
a 66° B. et 360 grammes d’eau, 


Le liquide amené au volume de 600 cent. cubes ne réduit pas la liqueur de 
Fehling. Un dosage d’azote indique une teneur de 8 gr. 232, soit seulement 
45,24 p. 100. Aprés saturation presque compléte de lacide au moyen 
dhydrate de baryum pulvérisé, on essore et on épuise le sulfate de baryum 
par l’eau bouillante. La totalité du liquide est évaporée a 500 cent. cubes ; un 
dosage d’azote ne donne que 7 gr. 469, soit une perte de 0 gr. 763, corres- 
pondant a 9,26 p. 100 d’azote humique entrainé par le précipité barytique. 

Le dosage de l’'ammoniaque, par distillation sur un léger excés de magné- 
sie, donne 3,97 p. 100 de l’azote total sous forme d’azote ammoniacal, soit 
0,605 p. 100 du protéique, Le liquide débarrassé d’ammoniaque par la 
magnésie, de magnésie par la baryte et de la baryte en excés par l’acide 
sulfurique est additionné a chaud de sulfate d'argent jusqu’a léger exces, 
on refroidit, on précipite par la baryte, on filtre et on essore le précipité 
d’arginine et dhistidine argentiques. Ce précipité décomposé donne les bases 
en solution; on améne le volume 4 500 cent. cubes et on dose l’azote. On 
trouve 2 gr. 1224, soit 25,78 p. 100 del'azote total. 

L’histidine est séparée au moyen du carbonate de baryum; le précipité 
est décomposé et l’azote dosé dans la solution. Trouvé : 0 gr. 3858 d’azote, 
soit 4,68 p. 100 de l’azote total, correspondant a 4 gr. 424 d/histidine ou 


(1) E. Fiscugr. Zeitsch. physiol. Chem., 1901, 33, p. 151. V. aussi Untersu- 
chungen tiber Aminosdiuren, Polypeptide und Proteine, Berlin, 1906. 
(2) Kosset et Prinaue. Zeitsch. physiol. Chem., 1906, 49, p. 318. 
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2,63 p. 100 de zymocaséine. J'ai pu extraire a l'état de dichlorhydrate 0 gr. 998 
Whistidine, ce qui correspond seulement a 1,85 p. 100. 

L'arginine argentique élant précipitée par un exces de baryte est décom- 
posée ultérieurement; la solution contient 0 gr. 623 d’azote, soit 7,56 p. 100 
de l’'azote total, correspondant a4 gr. 936 d'arginine ou 43,58 d’arginine p. 100 
de zymocas¢ine. La quantité d’arginine isolée en fait sous forme de nitrate 
était seulement de 1 gr. 35, soit 2,50 p. 100 seulement. 

Le liquide dont on a précipité Vhistidine et l’arginine est débarrassé 
dargent;un dosage d’azote y indique 4 gr. 648 d’azote, soit 56,46 p. 100 de 
Vazote total. On précipite par lacide phosphotungstique ; le précipité lavé 
est décomposé par la baryie et l’azote dosé. On trouve 1 gr. 0396 d’azote, 
12,63 p. 100 de Tazote total. 

Le liquide restant, contenant les acides mono-aminés, doit donc renfermer 
56,46 — 12,63 = 43,83 p. 100 de l’azote total. Si le précipité phosphotungs- 
tique ne contenait que la lysine, il y aurait de celle-ci environ 10 p. 100 de la 
zymocaséine.:La transformation en picrate étant effectuée, on obtient seule- 
ment 5 gr. 672 de picrate cristallisé, correspondant a 2 gr. 208 de lysine ou 
4,09 p. 100 de zymocaséine. Celle-ci ne représente done que 5,14 p. 100 de 
lazote total (1). 


On voit qu’indépendamment de l’azote resté dans les préci- 
pités, il reste dans les liquides dont on a extrait histidine et 
arginine d’une part, la lysine d’autre part, des quantités 
importantes d’azote sous forme inconnue (2). 

Néanmoins, ces résultats vont nous permettre d’établir une 
comparaison entre la zymocaséine et la caséine du lait, ainsi 
qu’avec la glutencaséine. On peut, en effet, en s’en tenant a la 
répartilion de Vazote basique entre l’ammoniaque et les trois 
bases hexoniques de Kossel, obtenir le tableau suivant : 


Zymocaséine Caséinogéne Glutencaséine 


de leyure du lait (3) de blé (3) 
AITO MIA UCI ese meen ten ORR 2,0 4,0 
HIStHOING +, Sierra 2,63 2.6 1,8 
A OUTLULC 1s te Renee ered he eee 3,58 4,8 4,7 
IGViSUNO! .) isc xen ee ee Res ay 5,8 8) 


C'est done surtout par la quantité d’ammoniaque fournie que 
les diflérences apparaissent. De plus, la zymocaséine se rap- 


(1) Tous ces calculs ont été établis en tenant compte des quantités 
employées aux dosages ; ils sont toujours rapportés a la totalité de la sub- 
stance soumise a hydrolyse. Les chiflres indiqués ne nécessitent par suite 
aucune correction. 

(2) Cet azote est probablement sous forme d’acides monoaminés; on sait 
déja que le liquide duquela été isolée la lysine renferme une partie impor- 
ltante de la phénylalanine formée par hydrolyse, et précipitée en méme 
temps par l’acide phosphotungstique. 

(3) AuperwaLpen. Lehrbuch d. physiol. Chem., 191%, 3¢ édition, p. £00. 
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proche de lacaséine du lait parsa teneur en lysine, tandis que 
la glutencaséine est beaucoup plus pauvre. 


2° HyDROLYSE DE LA céRGvIsINE. — Cette hydrolyse a été effec- 
tuée en chauffant 58 gr. 6 de produit séché & 110° jusqu’a poids 
constant avec un mélange de 180 grammes d’acide sulfurique 
a 66° B. et 360 grammes d’eau, a l’ébullition, pendant huit 
heures. 


Le liquide refroidi est amené a 500 cent. cubes; on dose l’'azote sur 
5 cent. cubes et on obtient 9 gr. 442 d’azote, soit 16,1! p. 100 de la cérévi- 
sine. Aprés saturation de lacide par Vhydrate de baryte, essorage et lavage 
du précipité, il ne reste plus que 8 gr. 8536 d’azote, soit une perte de 
0 gr, 5884 ou 6,22 p. 100 dazote humique en p. 100 de V’azote total. Le 
dosage de l’ammoniaque donne une teneur de 3,43 p. 100 de l’azote total, 
correspondant a 0,55 d’azote ammoniacal p. 100 de protéique. 

Aprés séparation de l’histidine et de l’arginine 4 l’état de combinaisons 
argentiques, on décompose le précipité et on dose l’azote dans la totalité 
de la solution obtenue: on trouve ainsi 1 gr. 774 d’azote, soit 18,78 p. 100 de 
Vazote total pour le précipité renfermant les deux bases. L’histidine argen- 
tique étant de nouveau séparée au moyen du carbonate de baryum, on la 
met en solution et on dose l’azote: on trouve 0 gr. 32 d’azote, soit 3,39 p. 100 
de azote total. Ce chiffre correspond 41 gr. 184 @histidine, soit 2,02 p. 100 
de protéine. La quantité d/histidine obtenue n’a été que de 0 gr. 87. 

La combinaison argentique de l’arginine est précipitée, lavée et décom- 
posée. On dose J’azote dans la solution et on obtient, pour la _ totalité,. 
0 er. 7474 d’azole, soit 7,91 p. 100 de l’azote total, correspondant 4 2 gr. 318 
d’arginine, ou 3,95 p. 100 de protéine. La quantité d’arginine obtenue al’état 
de nitrate cristallisé était de 1 gr. 95. 

Le liquide dont on a séparé Vhistidine et lTarginine étant débarrassé 
dargent et soumis au dosage de l’azote, on trouve en tout 6 gr. 9733, soil 
66,44 p. 100 de l’azote total. Le précipité phosphotungstique renferme 1 gr. 352 
dazote, soit 14,32 p. 100 de l’azote total. ll y a done pour les acides mono- 
aminés 66,44 — 14,32 = 52,12 p. 100 de l’'azote total. 

Ce précipité élant décomposé, on précipite la lysine 4 l’état de picrate. 
Ce sel recueilli et séché pése 10 gr. 752, qui correspondent a 4 gr. 186 de 
lysine, soit 7,14 p. 100 de protéine. L’azote correspondant est 0 gr. 8028 ou 
8,50 p. 100 de Vazote total. 


On peut déduire de ces divers dosages que les quantilés 
d’histinine et d’arginine obtenus aprés purification des com- 
binaisons argentiques de ces deux bases sont notablement 
plus faibles que celles qui paraissaient devoir étre présentes 
d’aprés le dosage de l’azote dans l'ensemble du précipité argen- 
tique. 

Jai essayé, dans une deuxiéme hydrolyse, d’améliorer les 
rendements et je suis arrivé aux chiffres suivants : 
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L’hydrolyse a porté sur 30 grammes de cérévisine, qui ont été chauffées 
pendant quatorze heures avec 90 grammes d’acide sulfurique et 180 grammes 
d’eau. J’ai obtenu, en azote ammoniacal, 2,634 p. 100 de l’azote total ou 
0,424 p. 100 de substance. Par suite d’un accident, la fraction histidine a été 
perdue aprés sa séparation. Pour l’arginine, la combinaison argentique est 
décomposée, la liqueur débarrassée d’acide sulfurique par la baryte et de 
Vexces de baryte par un courant de gaz carbonique. On concentre, on filtre 
et le liquide évaporé a 10 cent. cubes environ est additionné d'un léger exces 
d’acide picrolonique (1) dissous dans l’alcool chaud. Aprés quelques instants, 
le liquide se trouble et il se dépose un abondant précipité cristallin jaune 
clair. On recueille aprés vingt heures, on lave, on séche et on pese. On 
obtient ainsi 3 gr. 45 de picrolonate d’arginine, correspondant a4 1 gr. 37 
darginine, soit 4,42 p. 100 de protéine. Quant a la lysine, on a obtenu 
6 gr. 25 de picrate de cette base, correspondant a 2 gr. 43 de lysine, soil 
8,10 p. 100 de protéine (2). 


On peut maintenant comparer les résultats obtenus pour la 
cérévisine & ceux qui ont été publiés pour d’autres albumines 
végétales, comme par exemple la léguméline de pois. On 


trouve: 
Cérévisine Léguméline (3) 


HUdehaOVMBKWS a GUE 6) dé 66 oo m6 0,67 1,23 
FSU CS ie ashe cur ase eam me ae 2,02 2k 
ALE UNING™ So Sas aah eenen boa are Eres 4,42 5,45 
[Bygslatenaea 1a abantatty oun obs o nar Se 8,10 3,03 


Comme on le voit, la concordance dans les chiffres de répar- 
tition de l’azote obtenus par la méthode de Hausmann modifiée 
disparait dés que l’on met en regard les quantités de chacune 
des bases elles-mémes ou sans doute de chacun des acides 
aminés pris isolément. 


(1) Liacide picrolonique, décrit par Bertram (Dissertation, Iéna, 1892), est 
le 1-paranitrophényl-3-méthyl-4-nitropyrazolone-5, C1°H8O*N‘. C’est une anti- 
pyrine dinitrée en paraphényl et en [4] et déméthylée en [2]. 


C®H* NO? GSH 
| | 
on oe (1) 
AS 
ve AN Ye \ (2) 
(5) Ke 1 (2) (8) ik INR Cid s 
| 
INOS (Cis seeeeeen C CES HC—— C.CH? 
(4) (3) (4) (3) 
Acide picrolonique. Antipyrine. 


_(2) La plupart de ces résultats analytiques ont été publiés en collabora- 
tion avec M™ S. Kolodziejska. C. R. Acad. des Sciences, 1913, 157, p. 243. 
(3) Osporne. The vegetable Proteins, p. 59. 
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Si la léguméline est une protéine assez riche en arginine, 
on voit que la cérévisine est l'une des plus riches en lysine (1) 
qui soientconnues. C’est 1 un caractére intéressant qui donne 
a cette albumine une place & part et suffit A la distinguer des 
autres protéines d'origine végétale. 


Il est instructif de comparer, au pointde vue de la répartition 
de l’azote, les chiffres obtenus dans hydrolyse sulfurique de la 
zymocaséine et de la cérévisine avec ceux qui ont été donnés 
par la méthode de Hausmann. Ces chiffres sont en p. 100 de 
lazote total. 


Zymocaséine Cérévisine 
cape) ee ee Na 
hydrolyse hydrolyse 
HausMANN sulfurique Hausmann sulfurique 
NON, euTeTeKOVEKOR! Gos SUS db soeb Ses 6,86 3,97 5,89 3,43 
4 FINAOTONIO TNCs Se Gti oie or cerns Nt) 9,26 1,69 6,22 
— du précipité argentique ccnte- 
nant arginine et histidine. . » 25,78 » 18,78 
— du précipité phosphotungstique » 12,63 » 14,33 
te Cw MIStiCING). perry betes Fisker : » 4,68 » 3,39 
eMC al aroiminG. a. i ctso pees ees » 6 » 8 , 84 
eee (Om ASINVIGINC lst. hk teases wees eae » 5,14 » 9,64 
— tOtaladesstrols: DASCS4, ae COROT 17,38 23 69 2A oa 
— des acides monoaminés : 
dinectementier<t i eee Speer MAOGEY 43,83 67,03 522 
DAU CUMeNONC Cz ene 0240 69,39 68,73 63,48 


Il est facile de déduire de ce tableau un certain nombre de 
faits intéressants. 

4° On voit que hydrolyse sulfurique produit moins d’ammo- 
niaque et plus de substances humiques que l’hydrolyse chlor- 
hydrique dansla méthode dv Hausmann. Mais le total de |’azote 
ammoniacal et de l’azote humique ne change guére : 14,23 au 
lieu de 10,88 pour Ja zymocaséine, 9,65 au lieu de 7,58 pour 
la cérévisine. Ceci vient confirmer les faits signalés par Kossel 


4) Daprés les résultats de Schroeder (loc. cét.), qui a extrait jusqu’a 
8,68 p. 100 de lysine du mélange indéterminé, contenant vraisemblablement 
ala fois zymocaspine et cérévisine, qu'il a soumis 4 l’hydrolyse, la teneur 
de la cérévisine en lysine doit étre encore plus élevée el comprise entre 
9 et 10 p. 100, car celle de la zymocaséine ne parail pas atleindre 5 p. 100. 

6 
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et Kutscher (1) & propos de l’hydrolyse de la glutencaséine par 
lacide sulfurique & 4/3 en volume ou 1/3 en poids, et par 
Udransky (2) au sujet de Porigine des substances humiques : 
celles-ci proviendraient surtout de l’action des acides sur les 
eroupements susceptibles de fournir de l’ammoniaque par 
hydrolyse ; 

2° La précipitation de l’histidine et de l’arginine au moyen 
des sels d'argent est accompagnée par celle de produits azotés 
inconnus en quantité assez élevée, et il n’y a pas concordance 
entre lesdeux méthodes : on ne peut donc considérer lasomme 
de l’azote enlevé par le précipité argentique et de l’azote enlevé 
ensuite par la précipitation avec l’acide phosphotungstique 
comme représentant l’azote basique ; 

3° Le précipité phosphotungstique qui contient la lysine ren- 
ferme également d’autres corps (en particulier, comme on le 
sait maintenant, la phénylalanine). La détermination de l’azote 
basique dans la méthode de Hausmann conduit donc toujours 
a des résultats trop forts, et d’autant plus élevés qu'il y aplus 
de ces produits dans la molécule étudiée. 


Nature des acides mono-aminés. 


La recherche et la séparation des acides mono-aminés peu- 
vent étre faites par la méthode d’éthérificalionde E. Fischer, & 
condition de posséder une quantité assez importante de sub- 
stance. J’ai dt, pour cette raison, renoncer momentanément & 
ce travail. Il ne faut d’ailleurs pas exagérer Vimportance de 
cette lacune au point de vue du but poursuivi actuellement, qui 
est surtout de rechercher les caractéristiques les plus impor- 
tantes des deux protéiques de la levure. La méthode d’éthérifi- 
cation, méme entire des mains expertes, comporte des causes 
d’erreur assez importantes pour que les résultats qu’elle fournit 
aient beaucoup plus que la valeur d’indications sur les quan- 
tités des divers acides aminés présents dans la molécule (3). 

Nous avons déja, grace au travail de Schroeder (loc. cit.), 
dutiles renseignements sur certains de ces acides aminés. 
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Ainsi, nous savons que le glycocolle n’existe pas dans les pro- 
téiques étudiés, que la phénylalanine, la tyrosine et la cystine 
ne peuvents'y trouver qu’en trés faible quantité. Il ne faut done 
probablement pas compter sur ces corps pour nous fournir des 
caractéres différentiels. 

On en peut dire aulant de la leucine; présente dans loutes 
les molécules des protéiques en quantité assez notable, sa 
détermination, d’ailleurs difficile & faire exactement, ne nous 
apprendrait pas grand’ chose. 

Celle des acides aspartique et glutamique semblerait devoir 
étre plus profitable. [len est de méme du dosage du tryptophane, 
élément plus particulier, tant au point de vue de sa structure 
chimique qu’a celui de son importance physiologique, et dont 
la présence imprime a la molécule protéique un caractére 
beaucoup plus tranché. 

Pour cetle raison, Je me suis proposé surtout de doser cet 
acide aminé dans les protéiques étudiés. 


DosaceE pu TRyPTOPHANE. — Les solutions de zymocaséine, 
aussi bien que celles de cérévisine, donnent par addition d'une 
solution d’acide glyoxylique, puis d’acide chlorhydrique con- 
centré, un anneau d’un violet intense a la surface de séparation 
des deux couches: c’est la preuve que ces protéiques conliennent 
du tryptophane (1). En raison de Jl’intensité de la réaction 
obtenue, il est & prévoir que la quantité de cet acide aminé est 
assez notable. 

Je rappellerai le mode opératoire employé par mui pour le 
dosage du tryptophane dans les protéiques, par la méthode 
colorimétrique déja décrite (2) : 

La substance desséchée est pulvérisée finement et tamisée a travers un 
tissu de soie serrée, puis la poudre est séchée & l’étuve jusqu’a poids 
constant. On pése exactement un poids voisin de 0 gr. 40 de produit et on 
le dissout, en broyant au mortier, par petites portions, dans une solution de 
carbonate de sodium a 0,5 p. 100. On compléte ensuite a 200 cent. cubes avec 
cette solution. Certaines substances ne dissolvent pas complétement dans 
ces conditions. On prend alors une quantité convenable de préparation a 


létat humide, soit coagulée par la chaleur, soit précipitée et lavée, et on 
lessore avec soin. On préléve deux portions de méme poids — environ 


(1) AppERHALDEN. Lehrbuch d. physiol. Chem., 1914, 3° édil., p. 380. 
(2) P. Tuomas. Bull. Soc. Chimie Biol., 1914, 4, p. 67; ces Annales, 1920, 34, 


p. 720. 
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2 grammes — de la masse humide et on desséche l'une a l’étuve jusqu’a 
poids constant, tandis que l’autre est dissoute dans 200 cent. cubes de la 
solution de carbonate de sodium. On connait ainsi le poids de matiére séche 
en solution. 

La solution, additionnée de 0 gr. 10 d'une préparation active de pancréa- 
tine, puis de 5 cent. cubes de chloroforme et de 5 cent. cubes de toluéne, 
est placée A l’étuve A 37° et abandonnée a cette température. On préléve 
apres chaque période de vingt-quatre heures un volume déterminé de 
liquide que l’on essaie a l'eau de brome aprés neutralisation. Quand la colo- 
ration ne parait plus augmenter d’intensité (cing A sept jours) on préléve 
avec une pipetle une certaine quantité de liquide que !’on filtre et on mesure 
50 cent. cubes de filtrat auquel on ajoute 10 cent. cubes de réactif au p-dimé- 
thylaminobenzaldéhyde, puis assez d’acide chlorhydrique concentré et pur 
pour amener le volume 4100 cent. cubes. On mélange et on laisse a la lu- 
miére, en disposant A cdlé, soumis au méme éclairement, un ballon sem- 
blable dans lequel on a mis avec le réactif et Vacide chlorhydrique 50 cent. 
cubes d'une solution de tryptophane pur (1) de richesse connue (0,004 a 
0,040 p. 100). Aprés quarante 4 quarante-huit heures, on compare les teintes 
au colorimétre; on fait de nouveau cette comparaison apres cinquante a 
soixante heures et on calcule la richesse en tryptophane. 


En travaillant dans ces conditions, j'ai obtenu avec les pro- 
téiques de la levure les teneurs suivantes : 


I Il Il Moyenne 
LTO CASCL Cane: Rar anont an erm tel e2 1,40 100 Aeron 
GeLEVISINeRe Earn) -aeereeae ee 2,20 2,14 2,50 2,28 


Comme on le voit, la zymocaséine de la levure, déja si 
proche de la caséine du lait par d’autres caractéres, sen 
rapproche encore par sa teneur trés voisine en tryptophane 
(1,5 p. 100). | 

Enfin la cérévisine, avec sa teneur de 2,3 p. 100 environ, est 
lune des substances protéiques les plus riches en tryptophane 
qui soient connues ; celte richesse, jointe & la quantité élevée 
de lysine qu’elle donne a ‘hydrolyse, suffit & la faire classer 
dans un groupe tout A fait a part. 


Hydrolyse diastasique. 


Les protéiques de la levure subissent facilement l’hydrolyse 
diastasique ; le suc de levure lui-méme contient des protéases 


(1) Le tryptophane qui a servi 4 ces comparaisons provenait de la maison 
Hoffmann La Roche, place des Vosges, a Paris. 

fl est commode d’en préparer une solution a 0,02 p. 100, que l’on dilue plus 
ou moins au moment de l’expérience. 


LES PROTEIQUES DE LA LEVURE 85 


trés actives, puisque, aprés quelques jours de conservation & 
Vétuve & 37°, il ne renferme plus d’albumine coagulable, ainsi 
que l'ont d’abord montré Geret et Hahn. Le tableau suivant, 
donné par ces auteurs, indique bien la marche de la diges- 
tion (1): 


Poids Azote Azote 

Extrait Azote de du du 
sec total coagulum coagulum liquide 

SUG WW. og DID 1, 4 Neh) 0,93 0,52 
Aprés 1 jour . Ss — ow 0,25 119 
— 2 jours. — — 0,50 0,05 4,40 
— 4&4 — _ =_ 0,28 0,025 1,42 
a ce — — 0,24 0,02 1,43 


D’aprés eux, il s'agit d’une endotryptase qui serait accom- 
pagnée d’érepsine. Les recherches plus récentes de Dernby (2) 
ont montré dans le suc de levure la présence d’une peptase, 
dune tryptase et d’une érepsine analogues a celles du 
tube digestif de homme. Les concentrations optima en ions 
hydrogéne pour ces ferments sont: pq —= 4-4,5 pour la peptase, 
Pu = 7,0 pour la tryptase, pa = 7,8 pour l’érepsine. 

La présence d’érepsine explique pourquoi Hahn et Geret 
n’ont pu trouver de peptones dans le suc de levure autolysé. 
Aprés une digestion poursuivie pendant une heure seulement, 
& 37°, il n’existe que des traces d’albumoses, pas de peptones, 
et le liquide contient déja de faibles quantités de leucine et de 
tyrosine. Si on fait une digestion ralentie 4 la glaciére, 
& une température de 5°, on obtient au bout de quatorze 
jours 0 gr. 5 seulement de deutéroalbumose pour 100 cent. 
cubes de suc (3). La présence de peptone aurait été constatée 
par Wroblewski dans le suc de levure (4), probablement par 
erreur. 

Ce sont évidemment ces mémes ferments qui agissent dans 
Vautodigestion de la levure el qui donnent finalement toute 
une série d’acides aminés. Sans s’arréter aux recherches 
anciennes de Béchamp (5), de Schutzenberger (6), de Negeli et 


Greet el Hann. Die Zymasegéhrung, p. 295. 

Dernpy. Bioch. Zeitsch., 1917, 841, p. 107. 

Geret et Haun. Loc, cit., p. 307. 

Wrositewski. Loc. cit. 

Bécuame. C. R. Acad. des Sciences, 1865, 64, p. 689 et suiy. 
Scaurzensercer. C. R. Acad. des Sciences, 1874, 78, p. 493. 
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Loew (1), de Salkowski (2), etc., il faut arriver aux travaux de 
Kutscher (3) qui donne une liste assez compléte de ces acides 
aminés : acide aminobutyrique, leucine, tyrosine, acides aspar- 
tique et glutamique, histidine, arginine, lysine. On y trouve 
aussi de l’ammoniaque, de la choline et des bases puriques, 
euanine el adénine surtout, xanthine et hypoxanthine & l'état 
de traces. Ces derniéres proviennent évidemment de action 
dune nucléase. 

J'ai essayé de produire I’hydrolyse diastasique des protéiques 
de levure, isolés et mis 4 l’abri des ferments autolyliques, au 
moyen de pepsine et de trypsine animales. 


1° Zywocastine. — Une solution de deux grammes de zymo- 
caséine dans 100 cent. cubes de carbonate de sodium a 0,05 
p. 100 est additionnée d’acide chlorhydrique étendu jusqu’a 
neutralisation ; on verse alors un excés d’acide, tel que la teneur 
en JIC! réel soitde 0,3 p. 100, puis on ajoute 0 gr. 10 ds pepsine 
active (4) et on place au bain-marie & 45”. 

Aprés trente minutes, le précipité,devenu d’abord translucide, 
a presque disparu. Au bout de deux heures, on neutralise, on 
filtre et on examine les réactions du liquide. Celui-ci, acidulé 
par Vacide acétique, ne se trouble pas par chauffage & lébulli- 
tion. Par addition ménagée d’acide nitrique, il donne un trouble 
qui disparait par un léger chauffage et reparait par refroidis- 
sement. Saturé avec du sulfate d’ammonium ou du sulfate de 
zinc en poudre fine, il donne un léger précipité blanc. Ce liquide 
contient done des albumoses, mais en faible quantité. 

La solution dont ona précipité les albumoses par le sulfate 
d’ammonium est fillrée et soumise & une dialyse rapide, afm 
d’enlever la majeure partie du sel dissous. Le liquide clair ne 
précipite plus par Vacide nitrique, mais donne avec l’alcool un 
précipité un peu visqueux; avec le chlorure mercurique, il 
fournit un précipité blanc volumineux. Les réactions colorées 
présentent des intensités variables: 


(1) Nacerr et Loew. Journ. f. prakt. Chem., 1878, 425, p. 403. 

(2) E. Satxowskt. Zeitsch. physiol. Chem., 1889, 13, p. 506. 

(3) Kurscner. Zeitsch. physiol. Chem., 1901, 32, p. 59 et 419; 1902, 34, p. 517. 
Kurscner et Lonmann. Idid., 1903, 39, p. 159 et 313. 

(4) Pepsine Armour, titrant 360 d’aprés l'essai du Codex. 
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Bianetivesssia bar ee: Intense (rose violacé). 
Xanthoprotéique . . + faible. 
NUL G Nites een oy + faible. 
HUGHES ater rene + nette. 
LIEBERMANN .« . . . + nette. 


Il s’agit donc bien de peptone. 

La solution de zymocaséine dans le carbonate de sodium, 
additionnée de 0 gr. 10 de trypsine commerciale (1) et soumise 
a la digestion au bain-marie a 45° devient tout & fait trans- 
parente et fluide au bout de peu de temps. Aprés deux & trois 
heures, le liquide ne précipite plus que faiblement par l’acide 
nitrique ; il montre les mémes réactions que celui qui provient 
de la digestion pepsique. 


2° Cretvisine. — J’ai employé le coagulum humide obtenu 
par chauffage de la solution acidifiée 4 |’ébullition et lavage a 
leau bouillante. 

Cette masse humide a été délayée dans l’acide chlorhydrique 
étendu contenant 0,3 p. 100 d’acide réel et placée au bain-marie 
a 45° aprés addition de 0 gr. 10 de pepsine. Le coagulum se 
gonfle et en quelques instants la masse entiére devient gélati- 
neuse et transparente ; la liquéfaction se produit ensuite trés 
rapidement. Au bout de deux heures, on peut constater dans le 
liquide filtré et neutralisé la présence d’albumoses et de 
peptones, avec peut-élre une proportion d’albumose plus élevée 
que dans le cas de la zymocaséine. 

Si on ajoute & ce liquide 10 p. 100 de suc de levure Lebedew 
et si on l’abandonne a l’étuve & 37° aprés addition de toluéne et 
de chloroforme pour en assurer la stérilité, on voit que la réac- 
tion du biuret diminue trés vite d’intensité; elle a totalement 
disparu au bout de trois jours. 

Le coagulum humide de cérévisine, délayé dans une solution 
de carbonate de sodium 40,5 p. 100, additionné de 0 gr. 10 de 
trypsine et placé au bain-marie 4 45°, se gonfle et se dissoul 
irés rapidement. Au bout de deux & trois heures, il montre 
également la présence d’albumoses et de peptones. 

La cérévisine séchée a 110° et pulvérisée constitue une 
poudre formée de particules trés dures et tres résistantes; aussi 


(1) Trypsine trés active, provenant de Msrcx. 
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ne se laisse-t-elle pas attaquer rapidement par les ferments 
digestifs. Il est nécessaire, si on emploie ce produit, de le pul- 
vériser trés finement et de tamiser la poudre obtenue, pour 
obtenir des digestions suffisamment avancées. 

On voit en résumé qu'il est possible d’obtenir des peptones 
véritables avec les protéiques de la levure; c’est seulement la 
présence d’érepsine dans le suc de levure qui fait disparaitre 
des peptones dans les produits d’autolyse. 


QUATRIEME PARTIE 


UTILISATION DES PROTEIQUES DE LA LEVURE 


On a depuis longtemps songé a l'utilisation de la levure au 
point de vue alimentaire ; il existe déja dans le commerce un 
certain nombre de préparations, ayant surtout la forme d’ex- 
traits de viande, qui sont obtenus par divers procédés en par- 
tant de la levure. 

Sans aborder la question de la nature’ de ces produits, en 
restant sur le terrain purement scientifique, on peut tirer des 
résultats qui ont été exposés précédemment des conclusions 
intéressantes au point de vue de lutilisation des protéiques 
étudiés par l’organisme. 

Nous devons admettre actuellement, d’aprés Rona (1), qu il 
ne se produit dans lorganisme animal aucune transformation 
d'un acide aminé dans un autre, ni aucune nouvelle formation 
d’un acide aminé, a l’exception du glycocolle. Done les acides 
aminés qui n’existent pas dans les protéiques des aliments 
ingérés ne se font pas dans l’organisme. 

Ces acides aminés n’ont cerlainement pas tous la méme 
importance, chacun pouvant jouer un rdéle particulier. On 
entrevoit déja ce rdle pour quelques-uns d’entre eux: on sait 
depuis longtemps que la gélatine, qui ne renferme ni phény- 
lalanine, ni tyrosine, ni tryptophane, est incapable de main- 
tenir, a elle seule, l’organisme en état d’équilibre azoté; il en 
est de méme de la zéine, a laquelle manquent le glycocolle, la 


(1) P. Rona. Handbuch d. Bisch. de Orpennetmen, Iéna 1908, 4, 1°e partie, p. 550. 
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lysine et le tryptophane. D’autre part, la gliadine du blé et 
Vhordéine de Vorge, auxquelles font défaut le glycocolle et la 
lysine, peuvent assurer le maintien de l’équilibre azolé chez 
l'individu adulte, mais elles ne suffisent pas pour permettre en 
méme temps le développement de l’individu jeune, non encore 
arrivé au stade de développement complet. Au contraire, la 
caséine, la lactalbumine, lovalbumine, l’édestine, la gluténine 
(gluten-caséine), permettent aussi bien le maintien de l’équi- 
libre que le développement (1). 

Le role du tryptophane, en particulier, a été bien mis en 
évidence par Abderhalden (2). Cet auteur a prouvé qu’un 
animal peut étre nourri complétement avec les produils d’hy- 
_drolyse des protéiques. En employant les acides aminés résul- 
tant de hydrolyse de la caséine, soit en entier, soit débarrassés 
de tryptophane, il a montré que ce dernier est un constituant 
indispensable a l’entretien de l’équilibre azoté et ne pouvant 
étre remplacé. 

Cetie observation suggére lidée qu'un aliment peu favorable, 
soit parce quil lui manque un ou plusieurs acides aminés 
indispensables, soit parce que les proportions en sont par trop 
différentes de celles des proléiques de notre propre organisme, 
peut étre amélioré par addition d'un autre protéique contenant 
les substances qui font défaut ou rétablissant les rapports 
désirables entre les acides aminés. Des corps comme la zymo- 
caséine et surtout la cérévisine, dont la richesse en lysine el 
en tryptophane est exceptionnelle, pourraient ainsi jouer un 
role considérable dans l’alimentation, surtout chez les individus 
en voie de développement, en étant simplement adjointes a des 
protéines végélales comme celles de l’orge ou du mais, dans 
lesquelles il y a déficit de ces acides aminés indispensables. 
On concoit facilement lintérét économique d'un vareil fait. 

Je nai pu, faute de moyens suffisants, vérifier cette hypo- 
thése si vraisemblable. Je me suis contenté, avec la quantité 
assez faible de cérévisine dont je disposais, de m’assurer que ce 
protéique permet de maintenir a lui seul l’équilibre azoté. 


(1) Osborne et Menoet. Revue américaine Science, 1911, 24, p. 7122. Voir 
également divers travaux des mémes, dans Journ. of biol. Chem., 1911-1919, 
40 et suivants, contenant !a bibliographie. 

(2) AppERHALDEN. Zeilsch. physiol. Chem., 1912, 77, p. 22. 
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L’animal en expérience était un jeune chien, non encore 
parvenu peut-étre & son complet développement, qui a recu 
pendant quelques jours une ration, copiée sur celle des expé- 
riences d’Abderhalden, formée de 50 grammes de viande de 
cheval, 20 grammes de graisse, 20 grammes de glucose, 
20 grammes d’amidon et 5 grammes de cendres d’os. L’équi- 
libre étant & peu prés obtenu aprés cing jours, l'animal a recu 
dans les jours suivants une ration identique, mais dans laquelle 
la viande était remplacée par 57 grammes de cérévisine coagulée 
humide. La quantité de boisson était identique pendant la 
durée de l’expérience (125 gr. d’eau) 

Voici les chillres obtenus : 


Azote Poids Azote 


Azote Urine de des des Azote 
Jours Poids Régime ingéré émise Turine féces féces élimind Bilan 

lah gr. Ciics or. gr. gr. er. 
4 3,260 : 1,41 105 4,33 0,12 1,45 —0,04 
2 3,270 AS \ a. ASU ene 0,142 41,50 —0,09 
3 3,298 ee — 400 1,99 0) 495256 on ade 004 
4 3,300 80 or _ 90 A 5 DET 0,414 4,38 +0,03 
5 3,290 ay — 130 130) 0,12 4,42 —0,01 
6 3,305 1,43 100 1,28 8,0 0,12 1,40 +0,03 
7 dgeto BML 140 SES Sah: ek bie Ss) —0,02 
8 3,320 Rtas _ 420 1,36 0,14 4,50 —0,07 
9 3,320 37 er. — 95 3 ol 4,4 0,43 1,40 +0,03 
10 3,310 _— 445 1,38 0,14 4,52 —0,09 
ull 3,295 — 100 1,30 8,13 1,48 —0,05 


L’expérience est évidemment trop courte pour étre absolu- 
ment démonstrative ; elle confirme néanmoins les expériences 
antérieures de Veeltz (1) et celles de Veeltz et Baudrexel (2), 
qui, en faisant ingérer de la levyure en nature a des animaux, 
ont obtenu une utilisation des protéiques s’élevant & 86 p. 100. 
de la quantité contenue dans la levure absorbée. Dans I’expé- 
rience qui vient d’étre rapportée, l'utilisation des protéiques 
de la viande élant de 91,5 p. 100, celle de la cérévisine s’est 
élevée jusqu’a 92,8 p. 100, ce qui s’explique peut-étre par 
Vabsence compléte d’enveloppes cellulaires, de fibres, etc., la 
totalité du protéique ayant pu étre digérée. 


(1) W. Worxrz. Pfiigers Archiv, 1905, 407, p. 388. 
(2) W. Voreitz et A. BauprexgeL. Bioch. Zeitsch,, 1914, 30, p. 457, 34, p. 355. 
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Résultats généraux et conclusions. 


aa shoais: . r s - A 
Voici, sommairement exposés, les principaux résultats obte- 
nus au cours de ce travail : 


1° On peut extraire, par macération aqueuse de la levure 
préalablement lavée et séchée selon les données de Lebedew, 
deux protéiques nouveaux, dont l'un est une phosphoprotéine, 
Vautre étant une albumine vraie. Les rendements sont consi- 
dérablement acerus si on opére en milieu faiblement alcalin a 
la température de 35°; 
2° Ces protéiques sont en moyenne dans le rapport de 1 du 
premier pour 3 du second. Is existent dans le suc de levure de 
Buchner préparé soit & la maniére ordinaire, soit par congéla- 
tion & basse température ; on est donc en droit d’admettre leur 
préexistence dans la levure vivante ; 
3° La phosphoprotéine, a laquelle j’ai donné Je nom de 
zymocaséine, est insoluble dans l’eau, soluble dans les alcalis 
et les carbonates alcalins; elle renferme 16,15 p. 100 d’azote et 
1,80 p. 100 de phosphore. Par ses propriétés, elle se place 
entre la caséine du lait et la vitelline de lceuf; elle coagule 
sous l’action de la présure, mais moins complélement que 
la caséine du lait. Dans le suc de levure, elle coagule égale- 
ment sous l'action d'une présure, peu active du reste, qui se 
trouve dans ce suc. Par ses caractéres de coloration, la zymo- 
caséine se rapproche des substances de réserve des grains 
d’aleurone et des corpuscules métachromatiques, sans que l’on 
puisse conclure a lidentité ; 
4° L’albumine de levure, que j’ai appelée cérévisine, est 
-soluble dans l'eau et coagulable par la chaleur dés 41°; 
-elle donne plusieurs coagulations jusqu’a 70°, sans que 
Yon puisse parler de plusieurs substances différentes. Elle 
-renferme 16,35 p. 100 d’azote et 0,90 p. 100 environ de soufre 
avec des traces de phosphore probablement accidentelles. Par 
ses réactions colorées, elle se comporte comme les substances 
protoplasmiques ; 
5° L’étude de Il’hydrolyse acide de la zymocaséine confirme le 
rapprochement déja fait de cette substance avec la caséine du 
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lait, au point de vue de la répartition de l’azote et des quan- 
tités d’histidine, arginine et lysine qu’elle renferme. Quant a 
la cérévisine, elle parait assez voisine de certaines albumines 
végétales comme la léguméline de pois ; elle en differe cepen- 
dant par sa moindre teneur en arginine et par sa richesse en 
lysine, qui en fait le protéique le plus riche en lysine qui soit 
actuellement connu. C’est a cette albumine qu il faut en effet 
rapporter le résultat déja obtenu par Schroeder avec un mélange 
mal défini ; 

6° Parmi les acides mono-aminés résultant de hydrolyse, le 
plus important est le tryptophane, qui est fourni en quantité 
notable par les deux protéiques: la zymocaséine en contient 
1,51 p. 100 et la cérévisine 2,28 p. 100. Cette derniére est 
actuellement l’un des protéiques les plus riches en tryptophane 
qui soient connues ; 

7° La teneur particulitrement élevée de la cérévisine en 
tryptophane et en lysine pourrait faire jouer & ce protéique un 
role important dans l’alimentation, en lui permettant de sup- 
pléer, par son mélange avec certains aliments, a l’insuffisance 
de ceux-ci, en acides aminés indispensables. La cérévisine est 
trés assimilable par l’organisme animal et permet de le main- 
tenir en équilibre azoté ; 

8° L’hydrolyse des protéiques de levure sous l’action de la 
pepsine et de la trypsine conduit a la formation d’albumoses et 
de peptones, lorsque l'on opére sur des produits isolés de la 
levure. L’absence de peptones habituellement constatée dans 
les produits d’autolyse de la levure ou dans le suc de levure 
est due a l’activité de l’érepsine qui s’y trouve. 


D’une maniére générale, il semble que les protéiques formés 
dans l’assimilation azotée de la levure paraissent s’éloigner par |f 
certains cdtés des protéiques végétaux déjA connus et en par- 
ticulier de ceux qui forment les réserves des graines. 

De nouvelles recherches entreprises chez divers représen- J 
tants des champignons et des bactéries montreront sans doute | 
si les protéiques de la levure constituent les premiers types ff 
d’un nouveau groupe. | 

D’ores et déja, il apparait que l’Aspergillus niger renferme | 
une phosphoprotéine, apparemment riche en tryptophane, et | 
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une albumine coagulable, analogues aux deux protéiques 
extraits de la levure (4). C’est lA une premiere et intéressante 
confirmation de cetle hypothése. 
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LE DIAGNOSTIC DE LA TUBERCULOSE 
CHEZ LES BOVIDES 


AU MOYEN DE L’ANTIGENE DE BESREDKA 


par les Drs 


Cu. HRUSKA (Prague) et W. PFENNINGER (Zurich). 


Le diagnostic clinique de la tuberculose chez les bovidés 
est, en général, difficile, alors méme que la maladie est 
déja avancée. Aussi nous sommes-nous demandé si l’on ne 
saurait appliquer au diagnostic de la tuberculose bovine la 
méthode de fixation de l’alexine. 

Dés la découverte de la réaction Bordet-Gengou ila été fait 
beaucoup de tentatives pour déceler des anticorps dans les 
sérums dindividus et d’animaux tuberculeux. Nous nous 
bornerons a citer ici les principaux travaux relatifs & la tuber- 
culose des bovidés. Hennepe (1) et Jousset (2), en examinant 
les sérums de veaux vaccinés avec du Tauruman, du Bovo- 
vaccin et des bacilles humains, constaterent la présence 
d’anticorps fixant le complément en présence des anligénes 
correspondants. Ruppel et Rickman (3) trouvérent sur 60 bovi- 
dés la réaction de fixation négative 9 fois; 51 sérums leur 
donnérent une réaction positive, quoique chez 25 seulement 
ils constatérent la tuberculose & l’autopsie. 

Weber et Dieterlen (4) affirment n’avoir pas rencontré 
d’anticorps dans les sérums de bovidés sains, et en avoir pres 
que toujours trouvé chez des bovidés atteints de tuberculose 
spontanée ou expérimentale. : 

Bach (5) conclut, au contraire, de ses recherches, que les 


) Inaug.-Dissert. Berne, 1909. 

) C. R. Soc. de Biol., 1909, 67, n° 37. 

) Zeitsch. f. Immunit ‘tsf., 1910, 6, p. 344. 

) Arb. a. d. k. Gesundheitsamtes, 1910, f. 40, p. 217. 
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bovidés, qu’ils soient sains, peu ou fortement atteints de 
tuberculose, se comportent de méme au point de vue de la 
réaction de fixalion, en présence d'une émulsion de bacilles 
tuberculeux, et que, par conséquent, la méthode est impropre 
au diagnostic. Des résultats meilleurs furent obtenus par 
Hammer (1); cet auteur examina 96 bovidés dont 46 tuber- 
culeux; la réaction de fixation fut positive chez tous les 
animaux ayant présenté des lésions tuberculeuses et chez 
plusieurs non tuberculeux. Tout récemment, Borrel et Boez (2) 
employérent, a titre d’antigene, de vieux bacilles humains 
broyés et extraits avec l’alcool. Ils examinérent 20 sérams de 
bovidés tuberculeux et 60 sérums de bovidés sains; les 
tuberculeux leur donnérent 80 p. 100, les bovidés sains 6 p. 100 
de résultats positifs. Bang et Andersen (3) ont constaté la 
réaction de fixation positive chez les animaux infectés avec 
des bacilles acido-résistants; c’est surtout le sérum de vaches 
atteintes de la maladie de Johne, qui, dans leurs expériences, 
fixait le complément, et cela aussi fortement que le sérum 
de vaches tuberculeuses. Ces auteurs ont pu constater la 
présence des mémes anticorps dans le lait des vaches atteintes 
de la tuberculose de la mamelle et de lentérite paratuber- 
culeuse trés avancée. 


TECHNIQUE. 


Dans toutes nos expériences le sang était prélevé directement 
dans le cur, aussitot que l’animal était abaltu. Une dissection 
minutieuse des organes permettait de nous rendre compte de 
Vétendue des lésions tuberculeuses. Nous disposions de la 
sorte d’un moyen de controle beaucoup plus précieux que celui 
fourni par l’examen purement clinique. Nous étions donc a 
méme de juger exactement de la valeur diagnostique de la 
réaction. Les échantillons de sang centrifugés, chaullés (pen- 
dant 30’ & 56°), vonservés a la glaciére jusqu’au lendemain, 
étaient utilisés deux jours aprés leur récolte, au plus tard. Dans 
la plupart des sérums nous avons observé qu'une coagulation 


(1) D. tier. Woch., 1912, n° 39, p. 593. 
(2) C. R, Soe. de Biol., 1920, 83, p. 1130. 
(3) Centralbl. f. Bakter., 1913, Orig. 69, p. 547. 
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secondaire se produisail aprés la centrifugation; ce phénoméne 
se reproduisait souvent une ou deux fois el rendait parfois diffi- 
cile l’obtention de sérum liquide. Ces coagulations successives 

s’observent aussi bien avec les sérums d’animaux tuberculeux 
que d’animaux sains. 

La technique que nous avons suivie fut celle adoptée dans le 
laboratoire de M. Besredka pour l’examen des sérums humains. 
On prenait une dose fixe d’anligéne (0,3), et on faisail varier 
la dose d’alexine (diluée & 1/15) (Calmette-Massol). L’alexine 
était titrée, au préalable, en présence de deux sérums normaux, 
et pour éviler toute erreur dinterprétation, aussi en présence 
dantigéne. 

Voici le modéle de titrage de lValexine : 


Sérum normal... . . 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 
Antit@nen was. b. arees 0-3: EA St 0; Sain 0 nes area 
AMIENS BLAU MEYER ie 0,4 0,2 0,3 0,% 0,5 
Eau physiologique. . . 0,8 0,7 0,6 9) 0,4 


Apres avoir laissé les tubes pendant une heure a | étuve, on 
ajoute 1 cent. cube de globules rouges (5 p. 100) sensibilisés 
(15' avant l'emploi); on les remet a l’étuve pendant 30’, aprés 
quoi on fail la lecture. Ordinairement, l-hémolyse est obtenue 
déja avec 0c. c.2 d’alexine a 1/15; on emploie dans ce cas 
pour la réaction des doses croissantes, a partir de 0c. c. 2 par 
exemple > ‘Uc. c. 25 06.0525; UC. 6235 OC 6a 20eren nee 
tube témoin ne contenant pas d’antigene nous renseigne si 
Je sérum a examiner est empéchant par lui-méme. Nous 
estimons ce témoin indispensable, attendu que certains sérums 
normaux des bovidés sont doués d’un pouvoir inhibant trés 
accusé. 

Avant d’ajouter des globules sensibilisés, nous laissons 
les tubes une heure a la température du laboratoire, puis, 
une heure & 37° & l’étuve. Aprés l’addition des globules, nous 
portons les tubes &l’étuve pendant 46. Il est trés utile, pour la 
juste appréciation de la réaction, 'd’employer en méme temps 
chaque fois plusieurs sérums stirement normaux. 

Nos recherches ont porté sur 90 sérums de bovidés sains et 
sur 304 sérums de bovidés tuberculeux, & tous les degrés de la 
maladie. Le tableau ci-dessous résume les résultats obtenus. 
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Nous avons établi six catégories, suivant |’élendue des lésions 
et les organes louchés. 


P. 100 
Total Négalifs Posiltifs des positifs 
Eovidessnon tuberculeux. cies. on. 90 88 2 2,2 
BOVIS tuberculeux . 0.2% 4 Seles a: Seeero 0 47 257 84,5 
P. 100 
Positifs Négaifs des positifs 
4. — Tuberculose exclusivement ganglionnaire médiast., 
bronch., mésenter,, rétrophar.)........ 28 44) 59,4 
M1}. — Tuherculose ganglionnaire avec tuberculose dis- 
CLevesGeseMCUIMONS ssn aae-n wa cae cee ate nee , 44 74 84,4 
It. — Tuberculose ganglionnaire, Tiel et pleu- 
LCR 8 abn kbs ites: a) ake a oo 2 36 94,7 
1V. — Tuberculose des noumons, des séreuses ieuniies 
Clepentioneales. Cle es VISCCRESI). . 2 5 cen eepre 34 94,4 
We Tubercutose généralisée. . .-. ts =) 56 400,0 
Bales —ibercutosemiltaire. = (oa. Ws. 9. 2 ards et i 416 94,1 


Nous estimons que si l’on s’était contenté de ]’examen cli- 
nique seul, ces lésions auraient passé inapercues chez : 


39 bovidés de la catégorie | 


74 — i 
16 == IVel V 
16 _ Vi 


Au total, 145 bovidés sur 257 ayant donné des résultats 
positifs & Ja séro-réaction (soit 56,4 p. 100) n’auraient pas été 
reconnus cliniquement. Notons que la grande majorité des 
animaux, ayant présenté a l’autopsie une tuberculose géné- 
ralisée ou miliaire, présentaient un tres bon état général; c’est 
surtout chez ces animaux que, 4 notre avis, la réaction offre 
une grande valeur pratique. 

Il ressort du tableau gu’un parallélisme indéniable existe 
entre l’étendue du processus tuberculeux et la fréquence 
des résultats posilifs. Fait a noter, alors que les bovidés 
alteints de la tuberculose miliaire donnent presque toujours 
une réaction positive, |>homme montre en pareil cas, le plus 
souvent, une réaction négalive. Les sérums bovins sont d’autant 
plus fréquemment riches en anticorps que les lésions sont plus 
étendues. Les cas, dans lesquels le processus tuberculeux est 
en pleine évolution, sont ceux ou Li réaction de fixation est 
la plus nette. 


100 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


Il est évident que, pour le séro-diagnostic de la tuberculose, 
le role de l’antigene est d’une importance particuliére ; de sa 
valeur, c’est-a-dire, de la facilité avec laquelle il se combine 
avec l’anticorps, dépend fla réussite de la réaction. Crest 
pourquoi la plupart des tentatives pour utiliser la méthode 
de fixation dans Ja tuberculose demeurérent jusqu’a présent 
stériles ou ne donnérent que des résultats peu satisfaisants. 

L’antigéne employé dans nos recherches était d’abord de 
provenance humaine. On pouvait se demander si, en employant 
un antigéne d’origine bovine nous n’aurions pas obtenu des 
résultats encore meilleurs. Nous avons soumis un certain 
nombre de sérums 4 la réaction de fixation, en nous servant 
d’un antigéne bovin, préparé de la méme facon que |’antigéene 
humain. Or, il résulte de nos expériences, faites simultanément 
avec les deux antigénes que, contrairement 4 notre attente, 
cest l’antigene humain qui avait mieux fixé que le bovin: 
si la proportion des cas positifs a été sensiblement la méme 
dans les deux cas, nous avons eu l’impression qu’en présence 
de l’antigéne humain, la réaction de fixation était plus stable. 
Ces expériences comparatives ont porté sur 88 sérums de 
bovidés tuberculeux. Sur ce nombre, il y eut 80 positifs avec 
l'antigéne humain et 70 avec l’antigéne bovin. 


Pour nous résumer : 

1° L’antigene de Besredka fixe l’alexine en présence de 
sérums des bovidés tuberculeux; il nous a donné une réaction 
positive dans 84,5 p. 100 de la totalité de cas (sur 304 sérums). 

2° En présence des sérums des bovidés n’ayant montré 
a LTautopsie aucune lésion 4 l’examen macroscopique, |’anti- 


géne n’a donné de résultat positif que dans 2,2 p. 100 des cas | 


(sur 90 sérums). 

3° Les résultats fournis par la réaction de fixation sont 
intimement liés a l’étendue des lésions constatées A l’autopsie. 
Les bovidés atteints d’une tuberculose tr’s peu avancée 


(tuberculose ganglionnaire) donnent la réaction positive dans 
60 p. 100 des cas; ceux qui présentent des lésions plus. 


étendues (tuberculose pulmonaire, pleurale, péritonéale, viscé- 
rale) réagissent Peet dans 84-95 p. 100 des cas; enfin, 
les animaux atteints d’une tuberculose généralisée, mais jouis- 
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sant d’un bon état général, donnent une réaction positive 
dans 100 p. 100 des cas. 

Nous eslimons que la méthode de fixation de Valexine est 
appelée & rendre d’importants services dans la lutte contre la 
tuberculose bovine, et que, dans la méthode d’extinction préco- 
nisée par Bang, elle pourra remplacer avantageusement 
Vophtalmo-réaction. 

En terminant, nous prenons la liberté d’exprimer notre plus 
profonde reconnaissance & M. le professeur Besredka qui nous 
donna le sujet de ce travail. Nous remercions également M. le 
D*. Morel, directeur sanitaire et MM. les vétérinaires sanitaires 
de Vabattoir de la Villette, pour leur bienveillance et |’autori- 
sation de prendre part aux autopsies. 


INFLUENCE DES VITAMINES ET DES AUXIMONES 
SUR LA CROISSANCE DES VEGETAUX 


par Aucuste LUMIERE. 


TRAVAUX ANTERIEURS 


Eykmann (1) a observé le premier que les poulets nourris 
exclusivement avec du riz décortiqué maigrissaient progressi- 
vement et mouraient en trois ou quatre semaines, alors que 
Vaddition de la cuticule de ce riz a leur régime alimentaire 
permettait, au contraire, de maintenir l’équilibre vital de ces 
animaux. | 

I] en conclut que la cuticule de la graine renferme une sub- 
stance indispensable & l’entrelien du métabolisme normal chez 
ces oiseaux. 

Osborne et Mendel (2), puis Hopkins (3) ont montré en outre 
que la croissance des jeunes rats ne pouvait étre assurée par 
des rations alimentaires composées de matiéres protéiques 
pures, d’hydrates de carbone, de graisses et de sels, méme 
offertes & ces animaux en quantilé surabondante. Leur déve- 
loppement ne pouvait se produire qu en ajoutant a ces aliments 
de trés petites quantités de substances extraites du lait ou de 
certaines cellules végélales. 

Stepp (4) ne put parvenir, d’autre part, & entrenir la vie des 
souris en les nourrissant au moyen d’aliments épuisés par 
alcool, alors que l’extrait alcoolique résultant de cet épuise- 
ment, évaporé & froid et ajouté & nouveau & ces aliments, per- 
met d’assurer leur existence prolongée. 


(1) Eykwann. Virchow's Archiv, 1897, 148, p. 523; Archiv f. Hyg., 1906, p. 150, 170. 
(2) Osponne et Memoet, Carnegie Inslitute public., 1911, p. 156. 
(3) Horxins. Journ. Physicl., 1912, 44. 

(4) W. Stepp. Bioch. Zeitsch., 1909, p. 432; Zeilsch. f. Biol., 1942, p. 135, 174 


| 
| 
| 
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Enfin, quelle que soit la composition d'un régime alimen- 
taire, les animaux qui y sont soumis finissent par mourir si les 
matériaux qui le constituent ont été chauffés & autoclave a 130° 
pendant un temps suffisant. 

Ces différents traitements — décortication, épuisement par 
alcool ou chauffage convenable — semblent donc enlever ou 
détruire dans les aliments un ou plusieurs principes indispen- 
sables 4 l’entretien de la vie. 

Avant la constatation des faits qui viennent d’étre sommai- 
rement rappelés, on avait toujours considéré que la perma- 
nence des fonctions vilales et la croissance des animaux 
pouvaient étre assurées au moyen de rations d’entrelien conve- 
nables au point de vue énergétique et renfermant des poids 
suffisants de corps gras, de matidres albuminoides et de 
substances hydrocarbonées et salines, alors qu’en réalité cer- 
tains autres éléments de coustitution chimique inconnue et 
agissant & doses extrémement faibles, paraissent indispen- 
sables a la nutrition normale. Ce sont ces éléments qui ont recu 
le nom de vitamines ou de facteurs accessoires ou complémen- 
taires de la croissance et de léquilibre. 

Frappé de ces observations, le professeur Bottomley (1) s’est 
demandé si les vitamines ne pourraient pas jouer également un 
role dans le métabolisme des végétaux. | 

C’est pour vérifier celte hypothése qu'il entreprit en 1913, au 
Royal Garden de Kew, une série d’investigations sur les bases 
suivantes : 

Ayant eu loceasion d’étudier la valeur en tant qu’engrais de 
la tourbe de sphagnum ensemencée depuis quinze jours avec 
une culture mixte de micro-organismes aérobies du Solu 
remarqua la transformation, par ce traitement bactérien, de 
Vacide humique en humates solubles; il constata en outre que 
celte tourbe bactérisée, apres stérilisation, constiluait un excel- 
lent milieu pour le développement des microbes fixateurs de 
Vazote, et qu’une substance stimulante de la croissance avait 
pris naissance dans la tourbe ainsi préparée. 


(1) W. B. Borromtey. Some accessory factors on plant growth and nutrition- 
Proc. of the Royal Soc. of London. Biol. Sciences, 1914, p. 237, 240; A bacte- 
rial test for plant food accessories (Awximones). Proc. of the Royal Soc. of 


London. 
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Le D* Rosenheim, du King’s College, constata ensuite que 
les semis de Primula malacoides étaient, au bout de six semaines 
de croissance, d'une taille double de celle des plantes témoins, 
lorsqu’on les avait arrosés & deux reprises avec un extrait 
aqueux de tourbe bactérisée. 

Ces résultats firent supposer a ces auteurs que la stimulation 
de la croissance pouvait étre altribuée & une ou plusieurs 
substances analogues aux vitamines. 

Bottomley crut confirmer ces vues dans les expériences que 
nous allons sommairement résumer : 

Considérant que les facteurs accessoires ou complémentaires 
de la croissance et de l’équilibre chez les animaux sont solubles 
dans l’eau et dans lalcool, il supposa qu’il devait en étre de 
méme pour les corps actife contenus dans la tourbe bacté- 
risée, et il obtint, en effet, par épuisement de cette tourbe 
a l'alcool, un extrait qui, évaporé dans le vide et repris par 
Yeau, ful reconnu pour un stimulant efficace de la cellule 
végétale. 

Dans un milieu renfermant : 1 gramme de mannite, 0 gr. 20 
de PO‘K?H et de CaCO? et 0,02 de SO‘Mg pour 100 cent. cubes 
deau distillée, Bottomley ajoutait 4 cent. cube d’une solution 
aqueuse de cet extrait amené & une dilution correspondant & 
10 grammes de tourbe bactérisée par litre; puis, aprés stérilisa- 
lion, le liquide était ensemencé avec l Azotobacter chroococcum. 
Aprés huit jours d’incubation & 26°, le poids de l’azote fixé 
était environ quatre fois plus considérable dans les cultures 
renfermant |’extrait de tourbe bactérisée que dans les cultures 
témoins failes avec le méme milieu, mais sans addition 
dextrait. 

Cooper et Funk (1) avaient montré en 1911 que la substance 
curative de l’avilaminose chez le poulet était entiérement 
précipitée par l’acide phosphotungstique, et Bottomley, conti- 
nuant ses recherches dans une voie paralléle, put séparer par 
un procédé d’extraction identique la fraction de l’extrait de 
tourbe précipitable par ce réactif. Le traitement de la com- 
binaison phosphotungstique par la baryte conduisit a une 
matiére douée de propriétés stimulantes vis-a-vis des végétaux, 


(1) Cooper et Funk. Lancet, 1911, p. 1267. 
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mais & un degré beaucoup moindre cependant que l’extrait 
aqueux total. 

L’auteur précité en fit la démonstration en cultivant la 
Lemna minor sur le liquide minéral de Detmer, additionné 
d’extrait provenant de la combinaison phosphotungstique 
(dix-sept parties d’extrait sec par million de parties de solu- 
tion). 

Les résultats obtenus aprés trois mois et demi d’expériences 
montrent une multiplication plus rapide sur le liquide addi- 
tionné d’extrait que sur la solution témoin, résultat beaucoup 
moins favorable cependant qu’en employant l’extrail de tourbe 
bactérisée sans aucun traitement. 

Bottomley désigne sous le nom d’Auximones (avéuds : exaltant 
le développement) ces substances non chimiquement définies 
favorisant la croissance des végétaux. 

En 1917, Mockeridge (1) donna plus d’extension encore & ces 
essais en les appliquant a l'étude des différentes phases du 
cycle de transformation que subissent les maliéres azotées dans 
le sol. 

Les conclusions de cet auteur peuvent se résumer ainsi : les 
substances solubles extraites de la tourbe bactérisée augmen- 
tent la vitesse de fixation de l’azote et la nitrification, dimi- 
nuent la dénitrification et paraissent sans effet appréciable sur 
la formation des composés ammoniacaux dans le sol. 

D’autre part, C. Jordan Lloyd (2), Cordon et T. C. Hyne (3), 
Sydney W. Cole et D. Jordan Lloyd (4), MM. H. Agulhon et 
Legroux (5) ont attribuéa des vitamines les résultats favorables 
qwils ont obtenus en cultivant le gonocoque, le méningocoque 
ou le bacille de Pfeiffer sur certains milieux renfermant (des 
matiéres organiques complexes. 

Enfin, M. Linossier (6) cultivant divers jchampignons#: 


(1) Frorence A. Mockeripce. Some effects of organic growth promoting 
substances (Auximones) on the soil organismus concerned in the nitrogen 
cycle Proc. of the Royal Soc. of London, Biol. Sc., 89, série 8, p. 508, 533. 

(2) C. Jonvan Luoyp. British Med. Journ., 1916, 2, p. 143. 

(3) M. H. Corpon et T. C. Hyne. British Med. Journ., 1916, Zap Ouse 

(4) Sypney W. Core et D. Jorpan Luoyp. Journ. of Path. and. Be AGtaalo LO. 
ZA TOS 2G 

(5) H. AcuLnon et Lecroux, C. R. Acad. des Sc., 21 octobre 1918, p- 597. ; 

(6) Liyossizr, Les vilamines et les champignons. C. R. Soc. de Biol., 12 avri 
4919, p. 381 et 20 mars 1920, p. 346. 
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Oidium lactis, Aspergillus niger, Penicillium glaucum, Myco- 
derma vini, etc., dans des bouillons pauvres, a constalé que, 
pour quelques-uns d’entre eux, l’addition d'une faible quantité 
dinfusion de raisins secs, riche en vitamines, augmentait les 
récoltes d'une maniére importante; d’aprés cet auteur, certaines 
especes de champignons pourraient se passer de vitamines, 
tandis que d'autres exigeraient la présence de ces substances 
pour se développer. 

L’influence de ces vitamines se ferait sentir principalement 
dans le cas ott la vitalité des micro-organismes est atténuée. 


1] 


Toutes ces expériences ne satisfont pas l’esprit, a notre sens, 
et ne constiluent pas une démonstration péremptoire de la 
nécessité des vilamines pour le développement des végétaux. 
Mais avant de les discuter, il est indispensable de se metire 
d’accord sur le sens du mot Vitamine. M. Linossier s’explique 
dela maniére suivante, sur la signification qwil attache & ce 
terme : 

« Je répéte que je prends le mot vilamine dans son sens le 
plus large — substances mal définies, nécessaires & tres petite 
dose au développement et 4 l’entretien d'un étre vivant. Depuis 
que l'attention a été appelée sur ces substances, chaque auteur, 
guidé par ses conceptions personnelles, tend a restreindre la 
signification du mot. Il faudra y arriver certainement un jour; 
mais actuel'ement, nous ne sommes pas assez documentés pour 
formuler une définition ne varietur, et il me parait inutile de 
changer un nom médiocre sans doute, mais que nous ne 
serions pas stirs de remplacer par un meilleur. A des notions 
vagues doivent correspondre des dénominations vagues. Cela 
soit dit parce qu’on a contesté la valeur du mot vitamine dans 
le cas particulier qui a fait objet de mi premiére communi- 
cation et de celle-ci (1). » 

Nous admettons parfaitement ce raisonnement, et acceptons, 
faute de mieux, la définition du néologisme Vitamine a laquelle 


(1) Linossrer. C. R. Soe. de Biol., 20 mars 1920, p. 346. 
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M. Linossier s’est rallié; mais il ne semble pas alors qu’on 
puisse faire rentrer dans le cadre de cette définition les 
Auximones de Bottomley et les matériaux utiles aux champi- 
gnons dont M. Linossier s'est occupé. 

En effet, le caractére principal des vitamines est d’¢tre néces- 
saires, nous ajouterons méme indispensables a la vie; si nous 
les supprimons de la nourriture des animaux. ces animaux 
meurent infailliblement. 

Si elles sont nécessaires, cela veut dire qu’il n’est pas pos- 
sible de les remplacer par autre chose, par d'autres produits 
de constitution chimique connue. Si leur substitution pouvait 
étve réalisée, elles ne seraient plus nécessaires, indispensables : 
ce ne seraient plus des vitamines. 

Or, les extraits de tourbe bactérisée peuvent élre remplacés 
par des composés définis, et il est facile de cultiver des cham- 
pignons sur des milieux convenables dépourvus de toute 
substance vitaminique. 

Raulin n’a-t-il pas montré, au cours de ses belles recherches 
poursuivies dés 1870 (1), que Aspergillus niger se développe 
abondamment au sein d'une solution ne renfermant que des 
substances de constilution chimique parfaitement délerminée ? 

D’ailleurs, si nous supprimons de cette solution un certain 
nombre des substances qu’elle renferme, la végétation sera 
moins abondante, mais pourra s’effecluer néanmoins. 

Les exigences de la cellule végétale sont remarquablement 
réduites; elle s’accommode des aliments les plus simples et les 
plus divers. Avec l’eau, l'air et quelyues sels métalliques, elle 
construit les molécules organiques les plus compliquées, sans 
intervention @aucune vitamine. Sa puissance de synthase est 
vraiment extraordinaire. 

On sait avec quelle fréquence des solutions ne renfermant 
qu'un seul composé chimique défini, métallique ou organique, 
peuvent (re envahies par des moisissures. En voici un exemple 
personnel : 

En vue d’expériences qui n’avaient en principe rien de com- 
mun avec les investigations qui font l’objet du présent travail, 

(1) Ravin, Etudes chimiques sur la végétation. Recherches sur le déve- 


loppement d'une mucédinée dans un milieu artificiel. Annales des Sc. natur.. 
Bolanique, 1870. : 
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nous avions préparé, l’an dernier, des dissolutions & 1 ou 2 p. 
100, suivant leur solubilité, de différents corps dans du sérum 
physiologique (NaCl & 8 p. 100). Ces solutions avaient été 
abandonnés & la température du laboratoire dans des flacons 
bouchés sans précautions spéciales. Au bout de six mois, un 
grand nombre d’entre elles était altéré par les moisissures 
plus ou moins abondantes, et ce développement mycélien 
s’était produit aussi bien dans celles de nos solutions qui ne 
renfermaient que des corps minéraux, tel que du phosphate de 
chaux ou de Il’hypophosphite de sodium, etc... que dans celles 
qui contenaient les substances organiques les plus différentes, 
comme lacide lactique, le benzoate de sodium, l’acétate de 
calcium, la phloroglucine, le sulfocyanate d hexaméthyléne 
tétramine, le sulforicinate de sodium, etc... Un grand nombre 
de ces liqueurs s’était donc comporté comme des milieux 
de culture. Bien que complétement privés de vitamines, ces 
milieux avaient pu, par le seul moyen d’éléments simples, 
carbone, hydrogéne, oyxgéne et azote, empruntés & lair et a 
Yeau distillée, assurer la synthése des corps compliqués for- 
mant les tissus des végétaux inférieurs. 

Et ce ne sont pas seulement certains étres aussi simples 
que les microbes et les moisissures, qui sont capables de se 
multiplier dans des solutions ne contenant que des composés 
minéraux; mais les plantes les plus complexes peuvent elles- 
mémes se contenter de semblables milieux dépourvus de tout 
corps organique. 

Mazé (1) a pu réaliser l’évolution compléte du mais dans une 
solution ne refermant que des sels inorganiques — nitrate de 
sodium, phosphate de potassium, sulfate de magnésium, sul- 
fate ferreux, silicate de potassium, chlorure de zinc, chlorure 
de manganése, carbonate de calcium, fluorure de sodium, sul- 
fate d’aluminium, borate de sodium et iodure de potassium, 
comportant au total quinze corps simples, indépendamment de 
loxygéne, de l'hydrogéne, de l’azote et du carbone empruntés 
a leau et a lair. 

On ne comprend guére que les exigences des végétaux supé- 


(1) Mazé, Recherche d'une solution purement minérale, capable d’assurer 


évolution compléte du mais cultivé a l’abri des microbes. Ces Annales, 
mars 1919, p. 139. 
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rieurs, comme le mais, puissent se limiter strictement a des 
aliments minéraux, alors que la culture de quelques microbes 
et de quelques plantes seulement nécessiterait intervention 
de vitamines pour proliférer. 

Dans leurs expériences sur les végétaux, les auteurs précé- 
demment cilés se sont adressés A des milieux de culture pau- 
vres, ne renfermant point les aliments convenables pour 


Figure 1, 


Raisins secs. Témoin. Winogradsky. 


assurer une abondante pullulation, et, du moment que, dans 
de tels milieux, les champignons peuvent néanmoins proli- 
férer, il faut bien admettre que lVaddition d’un certain nombre 
de produits, définis ou non, est capable d’améliorer considéra- 
blement les qualités nutritives de ces milieux, sans que pour 
cela ces produits soient des vitamines. 

Nous avons vérifié ce fait par lexpérience suivante : Ayant 
réparti le bouillon 4 base de tartrate d’ammoniaque et de gly- 
cérine, employé par M. Linossier, dans une série de pains 
Pasteur, nous avons ajouté dans les uns des sels minéraux 
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composant les solutions de Winogradsky et de Mazé, ne ren- 
fermant que des sels inorganiques, et dans les autres, quelques 
goultes d'infusion de raisins secs. Ces milieux ont élé ense- 
mencés en méme temps que la solution mére témoin, avec le 
Penicillium glaucum; lies cultures comparatives, photogra- 
phiés huil jours aprés l’ensemencement, sont reproduites dans 
la figure | et montrent que la végétation est plus abondante’ 
dans les solutions salines convenables que dans le bouillon 
additionné d’infusion de raisins secs (fig. 1). 

Ces résultats démontrent que les vitamines ne sont nulle- 
ment nécessaires & la croissance des végétaux. 

Si lon yeulait admettre, non pas méme la nécessité, ce qui 
serait absolument contraire 4 Vexpérience précédente, mais 
seulement l’ulilité des vilamines pour assurer le métabo- 
lisme de la cellule végétale, ilfaudrait démontrer : 1° que 
les matériaux de constitution inconnue provenant, soit de la 
tourbe bactérisée de Bottomley, soit de l’infusion de raisins secs 
de M. Linossier, renferment des vitamines; 2° que ce ne sont 
pas les corps organiques ou minéraux autres que ces vitamines 
contenus aussi dans ces matiéres qui exercent l’aclion favori- 
_ sante constatée. 

Ces preuves ne ressortent nullement des expériences insti- 
luées par ces auteurs. C’est du moins ce que nous pensons pou- 
voir prouver en discutant les deux questions que nous venons 
de soulever. 


A. — Vinfusion de raisins secs de M. Linossier et l’extrait de 
tourbe hbactérisée de Bottomley renferment-ils des vita- 
mines? 


Il convient d’ohserver tout d’abord que ces substances ferti- 
lisantes ont été employées aprés chauffage & 130°, et on admet 
généralement que les vitamines sont détruiles & cette lempé- 
rature. Quelques expérimentaleurs cependant ont remarqué 
que la stérilisation ne supprimait pas toujours d'une facon 
complete les propriétés antiscorbutiques des aliments. 

D’apres Hant, Steenbock et Smith (1), le lait stérilisé a 120°, 

(1) A. B. Hant, H. Srgensocx et D. W. Smrn, Action de la chaleur sur les 


propriétés antiscorbutiques de quelques produits lactés. Journ. of Biol. Chem. 
1919, p. 805, 324. 
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le lait commercial condensé et sucré, et la poudre de lait per- 
draient bien leurs propriétés antiscorbutiques employés a la 
méme dose de lait cru qui protége les animaux; mais en 
augmentant la proportion de produits chauffés, on parviendrail 
cependant & préserver ces animaux des accidents de la 
carence. 

Richet (1) a conslaté en outre que des chiens nourris exclusi- 
vement avec de la viande stérilisée & 135° meurent rapidement, 
tandis que si leur ration comprend un mélange de pain el de 
viande stérilisés & la méme température, leur éyuilibre vital 
peut élre maintenu. 

Daniels et Mc Clurg(2) ont constaté que les vitamines résis- 
tent 4 la chaleur en milieu neutre ou acide, mais sont altérées 
par chauffage lorsque leur réaction est alcaline. 

La destruction des substances vitaminiques par la stérilisa- 
tion & Vautoclave & 130° ne semble donc pas toujours certaine, 
et nous ne pouvons pas, a@ priorz, admettre que les auximones 
et linfusion de raisins sees chauffés dans ces condilions ne 
renferment plus de produits vitaminiques. 

Nous avons cherché a élucider ce probleme, non en partant 
de l’extrait de tourbe bactérisée, parce que nous avons éprouvé 
des difficultés 4 nous procurer les matériaux nécessaires a 
lexpérience, mais en utilisant l’infusion de raisins secs ; nous 
avons pu, apres stérilisation & 135° pendant 2 heures et évapo- 
ration a consistance sirupeuse, administrer cette préparation a 
des pigeons alteints de troubles cérébelleux aigus, et obtenir 
une amélioration passagére de l'état de ces animaux, montrant 
que les corps antibéribériques n’avaient pas été completement 
détruits par le chauffage. 

Cependant, cet extrait est impuissant contre les accidents 
scorbutiques du pigeon qui meurt malgré son administration 
dés l’apparition des premiers symptomes de carence. 

M. Linossiera donc, a juste titre, considéré que lVinfusion de 
raisins secs stérilisée pouvail encore renfermer quelques pro- 
duits vitaminiques, mais ces produits semblent altérés et ne 


(1) Ricnzr. Soc. de Biol., juin 1919. , oy: 
(2) Amy L. Daniets et Nette I Mc Ccurs, Influence of high temperature and 
dilute alkalies on the antineuritic properties of foods. Journ. of Biol. Chem. 


1919, p. 201, 215. 
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jouissent plus de activité des extraits non stérilisés. Il est 
possible qu’il en soit de méme pour les Auximones de Bot- 
tomley. 


B. — Le pouvoir fertilisant des extraits de tourbe bactérisée et 

de raisins secs est-il di aux résidus de vitamines, ou aux 
autres produits minéraux ou organiques quiils peuvent ren- 
fermer ? 


On sait que certains liquides de provenance humorale ou 
cellulaire, comme le sérum des animaux et le suc frais des 
plantes riches en vitamines, contiennent des bactériolysines 
qui entravent le développement des microbes : ces bactérioly- 
sines sont détruites par chauffage a 100°. 

Ce fait parait encore aller 4l’encontre de l’opinion qui accorde 
aux vitamines un pouvoir accélérateur dans la végétation. 

Nous avons remarqué souvent que cerlaines espéces bacté- 
riennes poussent mieux sur des milieux qui ont été stérilisés 
Vautoclave que sur ceux qui ont été filtrés 4 la bougie. La 
stérilisation par la chaleur, qui s’accompagne en général, 
sinon toujours, de la détérioration compléte des vitamines, et 
qui réalise en tout cas leur atténuation et leur destruction par- 
tielle, est an contraire favorable & la végétation microbienne. 

L’expérience suivante le démontre nettement. 

Nous nous sommes adressé pour cette investigation 4 un 
milieu végélal renfermant des éléments non coagulables par la 
chaleur, afin de ne pas précipiter, par le passage a l’autoclave, 
une fraction de ces matériaux alimentaires. 

Nous avions utilisé antérieurement, pour un autre emploi, 
un bouillon préparé au moyen de l’Amanita muscaria, hachée 
et mise en macéralion 4 37° dans son poids d’eau distillée, qui 
nous a paru conyenir a cette démonstration. 

Le bouillon a été divisé en deux parties : l'une des portions a 
été stérilisée & 130°, et autre filtrée sur bougie F. Les tubes 
renfermant ces liquides ont été abandonnés a l’air dans I’étuve 
a 37°, sans élre bouchés. Au bout d’une semaine, les tubes 
renfermantle bouillon chauffé étaient abondamment recouverts 
de yégétations, tandis qu’aucun micro-organisme ne s’était 
encore développé sur les tubes non stérilisés par la chaleur, 
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ainsi que le montre la figure 2. Ce n’est que plus tard quils se 
sont contaminés. 

D’autre part, si, au lieu de recourir & l'infusion de raisins 
secs, comme dans |’expérience de M. Linossier, nous nous 
adressons aux extrails de levure de biére ou aux extraits de 
cuticules de graines, préalablement reconnus comme étant tres 
riches en vitamines et susceptibles de guérir trés rapidement 


Figure 2. 


Stérilisé 4 130°. Filtré a la bougie. Stérilisé 4 130°.‘ Filtré a la bougie. 


les troubles nerveux du pigeon carencé, nous pouvons consta- 
ter qu’aprés chauffage a 130°, ces extraits perdent compléte- 
ment toutes leurs propriétés curalives de l’avitaminose. Or 
les bouillons préparés avec des produits ainsi modifiés par la 
chaleur ont cependant conservé leur pouvoir excitant de la 
croissance des champignons. 

La figure 3 montre l'état de cultures d’Aspergillus niger huit 
jours aprés l’ensemencement. Le ballon témoin 1 renfermant 
la solution de tartrate d’ammoniaque et de glycérine ne pré- 
sente que des traces de végétation, tandis que le ballon 3, dans 

8 


{14 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


lequel ce milieu a été additionné d’extrait de levure de biére, 
ne contenant plus de vitamines actives pour les animaux, 
montre une prolifération tres abondante du champignon. Gom- 
parativement, l’addition d’infusion de raisins secs, ballon 2, est 
notablement moins favorable au développement de micro-orga- 
nismes, bien qu'il renferme encore des substances vitaminiques. 

Nous avons poussé l’expérience plus loin encore en carboni- 


FIGURE 3. 


Extrait de levure Témoin. Raisins secs. 
slérilisé a 135°. 


sant les extraits de levure et de raisins secs & 250°, et les 
bouillons qu’ils fournissent, malgré cette profonde altération, 
sont encore sensiblement aussi actifs que ceux qui renferment 
les produits frais. Il est bien difficile d’admettre que les vita- 
mines, dont nous connaissons la fragilité, puissent subsister & 
de telles températures. Nous ne pouvons pas davantage suppo- 
ser qu'il existe deux classes de ces corps, l'une comprenant les 
vilamines actives chez les animaux, indispensables au maintien 
de leur équilibre vital et sensibles 4 la chaleur, et Vautre, 


VITAWINES ET CROISSANCE DES VEGETAUX 115 


toute différente comme propriétés, comprenant des substances 
trés résistantes méme & 250°, agissant seulement sur la nutri- 
lion des végétaux et facilement remplacables par des composés 
chimiques définis. 

Nous reproduisons ci-dessous (fig. 4), état de cultures com- 
paralives d’Aspergillus niger développées dans le mélange de 
tartrate d’ammoniaque et de glycérine, avec et sans addition 


Ficune 4, 


Raisins secs. Témoin. Levure carboniséc. 


de levure carbonisée. Six jours apres |’ensemencement, le bal- 
lon témoin n’a presque pas végété, tandis que la mucédinée 
s'est beaucoup plus abondamment développée dans le liquide 
auquel on a ajouté un peu de levure carbonisée que dans celui 
qui a été additionné d’extrait de raisins secs. 

On sait d’autre part que l’'acide phosphotungstique pré- 
cipite les vilamines contenues dans les extraits de levure, 
de cuticule et d'autres cellules et tissus végétaux et ani- 
maux. 

Aprés celte précipitation, le liquide résiduel ne renferme 
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plus de substances actives susceptibles de combattre les acci- 
dents de l’avitaminose du pigeon. 

Par contre, la fraction phosphotungstique précipitée, traitée 
par Ja baryte pour en éliminer les éléments métalliques, libére 
les substances actives. Or Bottomley, dans ses cultures de 
Lemna minor sur liquide de Detmer, constate que [extrait 


Figure 5. 
Nombre de plantes. Poids des plantes. 


Temps en semaines. Temps en semaines. 


A = Solution de Detmer +. extrait aqueux de tourbe bactérisée. 


2 = — + extrait aqueux de tourbe bactérisée. débarrassé 
@acide humique. 
= _ + extrait alcoolique de tourbe bactérisée. 
Di _ + fraction phosphotungstique. 
---- Liquide de Detmer seul. 


aqueux tolal de tourbe bactérisée donne des résultats incompa- 
rablement supérieurs a ceux que fournit l'emploi de la fraction 
phosphotungstique; pnisque c'est cette fraction qui renferme 
seule les agents antibéribériques on peut en conclure que ce ne 
sont pas ces vitamines qui sont favorables au développement 
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Fic. 6. — Solution de Raulin. 


Portion résiduelle sans Témoin. Fraction phosphotungsti- 
vitamines. que riche en vitamines. 
Fic. 7. — Solution de Winogradsky. 


Portion résiduelle sans — Témoin. Fraction phosphéotungsti- 
vitamines. que riche en vitamines. 
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des plantes, mais les autres substances non précipitables par 
le réactif spécifique des vitamines connues. 

Les courbes reproduites ci-dessus (fig. 5), empruntées au 
travail de Bottomley, viennent précisément a l’appui de cette 
observation, en montrant que les corps retirés du _précipité 
phosphotungstique ne sont guére plus propices & la multipli- 
cation de la Lemna minor que le liquide minéral incomplet de 
Detmer employé sans aucune addition. 

Nous avons répété cette expérience sur les moisissures en 
opérant comme suit: 2 

Un extrait aqueux de levure de biére a été traité par l’acide 
phosphotungstique, et le précipité recueilli, lavé, décomposé 
par la baryte, a donné un liquide renfermant les vitamines 
actives pour les animaux; la liqueur résiduelle, non précipi- 
table par le réactif et complétement inelficace pour le lraite- 
ment de la polynévrite des oiseaux, a élé recueillie d’autre 
part, puis ces deux portions ont été ajoutées aux différents 
milieux artificiels suivants : Liquide de Raulin, Solution de 
Detmer, Solution de Winogradsky, puis ensemencées compa- 
rativement a des témoins avec le Penicillium glaucum, \’Asper- 
gulus niger et le Rhizopus nigricans. 

La fraction phosphotungstique, riche en matiéres curatives 
de l’avitaminose, ralentit d’une maniére conslante la végéta- 
lion, comme on peut s’en rendre compte en examinaut les 
figures 6 et 7. ; 

La portion de lextrait qui renferme les vitamines indispen- 
sables aux animaux paralyse le développement des cultures, 
tandis que l'autre partie, exempte de vitamines, exerce une 
action variable suivant les milieux employés et les micro-orga- 
nismes ensemencés; favorisante pour les bouillons pauvres, 
elle est en général inutile quand elle est ajoutée aux milieux 
artificiels appropriés. 

Les vitamines seraient donc nuisibles au développement des 
végétaux d'aprés ces expériences. 

Rappelons que, quand on fait passer un extrait vitaminique 
sur de la terre & foulon (Harden et Silva) ou sur un précipité 
de silicate d’alumine hydraté, désigné sous le nom de réactit’ 
de Lloyd (Seidell), les vitamines sont retenues par les particules 
insolubles trés divisées conslituant la mas e argileuse, et le 
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liquide qui filtre au travers de ces substances est compléte- 
ment privé de tout corps antinévrilique. Partant d’extrait de 
levure, nous avons ajouté le filtrat ainsi obtenu a la solution 
de glycérine et de tartrate d’ammoniaque, et nous avons pu 
nous assurer que, bien que la liqueur ne renferme plus de 
vitamines, ses propriétés fertilisantes pour les moisissures 


ic. 8. — Aspergillus niger. 


Apres filtration. Témoin. Non filtré. 


La terre & foulon a relenu une substance nuisible 4 la yégétation, en méme 
temps que les vilamines. 


étaient parfaitement conservées, ainsi qu’on peut en juger 
par examen des cultures comparatives, reproduites dans la 
figure 8. 

I] est & remarquer que la végétation est plus abondante dans 
le liquide qui a été filtré qu’avant son passage sur la terre a 
foulon. En retenant Jes vitamines, on a donc éliminé une 
substance nuisible et, d’'aprés les expériences précédentes, il 
semble bien que cette substance nuisible soil la vitamine elle- 
méme. 
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On sait encore que Funk (1) a isolé de la pellicule argentée 
qui constitue l’enveloppe du grain de riz, une base pyrimt- 
dique, fondant & 233°, qui posséde la propriété de guérir les 
accidents nerveux du béribéri expérimental : ce composé, 
défini, cristallisé, répond a la formule : 

NH 
camo” bo 
\ Nu 


et présente les réactions des corps alcaloidiques. 

Il est précipitable par l’acide phosphotungstique et par 
d’autres réactifs des alcaloides. 

D'aprés les travaux de Robert Williams (2), d’Atherton Sei- 
dell (3), de Carl Voegtlin et George White (4), les vitamines, 
ou tout au moins certains corps doués de propriétés antinéyri— 
tiques retirés de la levure de biére, seraient constituées par un 
isomére de l’adénine, que la chaleur transforme en un dérivé 
tautomérique inactif. 

D’autres substances, voisines au point de vue de leurs groupes 
chimiques fonctionnels, auraient également des propriétés 
analogues, telles sont certaines oxypyridines, l’hydantoine, 
Vallantoine, l’uracile, la paraxanthine, etc., qui exercent une 
influence marquée sur les pigeons atteints de polynévrite. 

Funk a observé d’autre part que les produits d’extraction, 
purifiés et cristallisés, qu'il avait retirés de la cuticule du riz et 
semblent constituer les vitamines, sont toxiques lorsqu’ils sont 
administrés aux animaux a trop fortes doses. 

Toutes ces propriétés, toutes ces considérations chimiques 
nous aménent 4 rapprocher les vitamines des alcaloides : elles 
ont d’ailleurs la méme origine et, comme nous croyons l’avoir 
démontré (5), ces corps alcaloidiques agissent en excitant les 

(1) Funk. Journ of Physiol., 1911, 1912, p. 395, 401. 

(2) Roperr R. Wittams. Journ. of Biol. Chem., 1916, p. 437, 445; Washington, 
U.S. Dep. of Agric. Bureau of. Chem. 

(3) ATHERTON SerpDELL. U.S. Publ. Health Reports, 34, n° 364. 

(4) Cart Vorcetin et C. Wurre. Journ. of Pharmacology and Exper. Therap., 
décembre 1916, p. 155, 166. 

(5) Aue. Lumiere, Sur les accidents polynévyritiques et cérébelleux chez le 
pigeon soumis au régime duriz décortiqué. C. R. Acad. de Méd. 20 janvier 1920. 
— Sur l'anorexie chez le pigeon nourri au riz décortiqué, et le rdle des 


vitamines dans la nutrition. C. R. Acad. de Méd., 30 mars 1920. — Sur le réle 
des vitamines dans la nutrition. La Presse Médicale, 8 mai 1920. 
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glandes & sécrétion externe et, en permettant l’accomplissement 
de la phase digestive dans la nutrition, préparent ainsi l’assi- 
milation. 

La nature alcaloidique des vitamines actives pour les ani- 
maux explique non seulement leur inutilité pour les plantes, 
mais méme l’effet paralysant qu’elles peuvent exercer sur la 
végétation lorsqu’elles sont ajoutées & des milieux nutritifs 
convenables et & dose suffisante. 

Il résulte de ces expériences que tous les caractéres des vila- 
mines constituant les propriétés spécifiques propres a les défi- 
nir : indispensabilité, impossibilité de remplacement par des 
composés chimiques définis, sensibilité & la chaleur, précipita- 
tion par acide phosphotungstique et par les réactifs des alca- 
loides, absorption par la terre a foulon et le réactif de Lloyd, 
manquent aux substances qui peuvent, dans des milieux de 
culture pauvres, insuffisants, et dans ces milieur seulement, 
améliorer la croissance des végétaux. 

Ces substances stimulantes occasionnelles ne semblent donc 
pas pouvoir étre assimilées aux vitamines. 

L’une des raisons qui les ont fait considérer comme telles 
provient du fait qu’elles agissent & dose extrémement faible, 
et Bottomley accepte ce fait en faveur de sa thése. 

« Ilest difficile de comprendre, écrit-il, comment l’addition 
de quantités de matiéres organiques aussi pelites que 13 par- 
ties & une solution de culture contenant déja 5.500 parties de 
sels nutritifs minéraux puisse produire les résultats obtenus, 
sielle ne représente qu'un nouvel apport d'aliments pour les 
végétaux. » 

Or, ce n’est pas par la quantité de produits alimentaires que 
le milieu minéral choisi par Bottomley (liquide Detmer) se 
trouve insuffisant, mais par sa pauvreté qualitative, certains 
éléments minéraux utiles manquant sans doute a la solution 
employée. 

D’ailleurs, d’autres faits plus précis montrent que largu- 
ment de Bottomley ne saurait étre retenu. 

Raulin a constaté qu’en éliminant le zine du milieu artificiel 
qu'il a composé pour la culture de l’Aspergillus niger, la récolte 
de cet organisme, toutes conditions égales d’autre part, nest 
plus que le dixiéme de celle qu’on peut recueillir en laissant 
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subsister cet élément métallique; or, le poids du zine renfermé 
dans un litre de liquide de Raulin n’est que de 0,04 centigr. 
(0,07 de ZnCl pour 1.500 grammes de solution) alors que le 
poids total de matériaux nutritifs qui s’y trouvent dissous 
atteint 53 gr. 37; le zinc qui intervient ne représente donc dans 
ce poids que 1/5.337 des aliments solides contenus dans la 
solution, quantité douze fois plus faible que celle qui fait consi- 
dérer par Bottomley lextrait de tourbe comme une vitamine, 
et cependant le zinc ne saurait élre assimilé & ces substances ! 

Dans les expériences de Mazé, le fluor indispensable a I’évo- 
lution compléte du mais cultivé en solution purement miné- 
rale ne représente que la 1/3.000 partie des sels renfermés 
dans la liqueur culturale, et le fluorure de sodium ne peut étre 
davantage assimilé a une vitamine. ; 

Le raisonnement de Bottomley, basé sur la pelitesse des 
doses, ne saurait donc étre retenu. 

Il se peut d’ailleurs que certains éléments, agissant en pro- 
portion trés minime, interviennent pour améliorer la végéta- 
tion en paralysant l’effet des toxines sécrétées par les cellules. 
Cest ce que Mazéa fait ressorlir dans son étude sur la chlorose 
du mais (1). 

En réalité, il est possible, probable méme, quen offrant a 
des yégétaux des substances déja élaborées par d’autres végé- 
taux, on facilite, dans certains cas et dans une certaine mesure, 
Vassimilation de quelques matériaux et on favorise la crois- 
sance des plantes qui peuvent disposer d’aliments ainsi pré- 
parés; mais ce fait n’autorise pas & considérer ces aliments 
comme des vitamines, puisquils nen possédent aucune des 
propriétés caractéristiques. 


CONCLUSIONS 


{° Les vilamines ne sont nullement nécessaires au dévelop- 
pement des végétaux, qui peuvent faire leur croissance com- 
plete dans des milieux chimiquement définis, et méme dans 


(1) Mazé, Chlorose toxique du mais. La sécrétion interne et la résistance 
naturelle des végétaux Supérieurs aux inloxications. C. R. de la Soc. de Biol. 
4916, p. 1089. ; 
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des solutions purement minérales convenablement choisies . 

2° Dans des milieux pauvres et insuffisants pour assurer 
une abondante et rapide végétation, la fertilisation par des 
extrails organiques, renfermant des vitamines plus ou moins 
altérées, ne semble pas due a ces vilamines mémes, mais aux 
produits qui les accompagnent. 

3° L’addition de ces extraits organiques aux milieux pauyres 
peut élre avantageusement remplacée par l’adjonction de sels 
minéraux chimiquement définis, tout au moins dans le cas des 
mucédinges qui ont été utilisées au cours de nos expériences. 
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